
Europaischd 
Patentamt 



1^ 



European 
Patent Office 



Beschei n igu ng Certificate 



^03/ egg f 4 



Office europ6en 
des brevets 




Attestation 



Die angehefteten Unterla- 
gen stimmen mlt der 
ursprQnglich eingereichten 
Fassung der auf dem nach- 
sten Blatt bezeichneten 
europaischen Patentanmel- 
dung Qberein. 



The attached documents Les documents fixes d 
are exact copies of the cette attestation sont 
European patent application conformes a la version 
described on the following initialement d6pos6e de 
page, as originally filed. la demande de brevet 

europ6en sp6clfi6e k la 
page suivante. 



S3 

m 



Patentanmeidung Nr. Patent application No. Demande de brevet n" 

02016440. 6 



CD 

m 

o 
c 



Der Prasident des Europdischen Patentamts; 
Im Auftrag 

For the President of the European Patent Office 

Le President de rOffice europeen des brevets 
P-o. 



R C van DIJk 

'AWAB'F COPY 



DEN HAAG,D£N 
THE HAGUE, 
lA HAYE,I£ • 



08/09/03 



EPA/EPO/OEB Form 1014 - 02^ 



- w V / y § y 1 

European Office eurc 



EuropaiscH^^ European Office europ^en 

Patentamt Patent Office des brevets 



Blatt 2 der Bescheinigung 
Sheet 2 of the certificate 
Page 2 de i'attestation 



Anmeldung Nr.: -.^^^^-.^ ^ Anmeldetag: 

^Si'^S."'' - 02016440 . 6 Date Of filing: 22/07/02 

Demande n . Date ds dej^t: l^' l^^ 

Anmelder 

Appncant(s}: 

Dsmandeuris): 

Nemod Immuntherapl e AG 
13125 Berlin 
GERMANY 



Bezeichnung der Erfindung: 
THIe of the invention: 
Titre de I'inventlon: 

Verfahren zur Herstellung eines Immunstlmulatorlschen MUCl 



In Anspruch genommene Priori3t(en} / Prionty(ies) claimed / PriorHe(s) revendiqu§8(s} 

iJafi' AWenzeichen: 

State. Date: Fi,e no. 

f^ays- Date: Numiro de depot: 



Internationale Patentklassinkation: 
International Patent classification: 
Classification Internationale des brevets: 

/ 



Am Anmeidslag benannte Vertragstaaten: 

i^rcS'Krts^ls'J^KS^S'L^t:""'^ AT/BG/BE/CH/CY/CZ/DE/DK/EE/ES/FI/FR/GB/GR/IEAT/LI/LU/MiyNL/ 

Bemerkungen: 

l^marlcs: 

Remarques: 



EPA/EPO/OEB Form 1012 . n.oo 



# 



Neue EP-Anmeldung 
NEMOD Immuntherapie AG 
Unser Zeichen: G1623EP 



Verfahren zur Hersteilung eines immunstimulatorischen MUC1 

Die vorliegende Erfindung betrrfft ein Verfahren zur Hersteilung Oder Identifizierung 
eines MUC-1 Molekiils, welches in der Lage ist eine Immunantwort im Menschen 
hervorzurufen. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur l-lerstellung Oder 
Identifizierung einer Zelle, Zeiilinlen Oder Zelllysaten, die ein MUC-1 MolelcQI umfasst, 
das in der Lage ist eine Immunantwort im Menschen hervorzurufen. DarQber hinaus 
betrifft die Erfindung Verfahren zur Hersteilung von Arzneimittein und Diagnostii^a. 
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der durch 
die erfindungsgema&en Verfahren erhditlichen l\AUC-1 l\Aolel<Ule, Zellen oder 
Zelllysaten zur Hersteilung eines Arzneimitteis zur Behandlung oder Prevention von 
Tumoren. Die Erfindung betrifft auch ein gereinigtes MUC-1 MolelcQI, das durch die 
erfindungsgemSKen Verfahren erhaltlich ist und im Menschen immunstimulatorlsch 
wirkt. Die Erfindung betrifft auch noch die Verwendung eines MUC-1 Antikdrpers zur 
Hersteilung eines Arzneimitteis zur Behandlung oder PrSvention von Tumoren. 



Das humane Muzin MUC1 wurde frOher unter anderem auch als Polymorphes 
Epitheiiales Muzin (REM) bezeichnet Es ist zur Zeit das einzige Muzin von dem 
bekannt ist, dass es ein Transmembran-Glykoprotein ist. Das Polypeptid des MUC1 
besteht extrazellular hauptsachlich aus repetitiven Einheiten, sogenannten Tandem- 
Repeats, deren Anzahl in der humanen Population genetlsch bedingt polymorph ist 
Entsprechend dem generellen Charakteristikum der Muzlne tragt auch MUC1 eine 
grofie Menge O-glykosidisch gebundener Kohlenhydratketten. Jedes Tandem- 
Repeat besteht aus 20 konser\^erten AminosSuren (NH2- 
HGVTSAPDTRPAPGSTAPPA-COOH) mit 5 potentiellen OGIykosylierungsstellen 
zwei Serinen und drei Threoninen). Bis vor kurzem war der allgemeine Kenntnisstand 
der, dass die potentielle Glykosylierungsstetle in der PDTR-Sequenz nicht 
glykosyliert ist (beispielsweise: Finn OJ, Jerome KR, Henderson RA, Pecher G, 
Domenech N, Magarian-Blander J, Barratt-Boyes SM. MUC-1 epithelial tumor mucin- 




based immunity and cancer vaccines. Imm Revs 145:61-89 (1995). p.67). Dies wurde 
uhter anderem daraiif BegrO'ndet; diss nach einef Imffuinisiemng "vorTMauYen mit 
MUC1 aus Tumor- oder Nichttumorquellen fast aussciilie&lich Antil<6rper erzeugt 
werden, die gegen die PDTR-Region gericlitet sind, weRhialb diese aucli als 
immundominante Region bezeiclinet wind. Ein weiterer Grund war, dass in vitro 
Glylcosyliemngsversuciie zu diesem Zeitpunlct Iceine Glylcosyliemng an der PDTR- 
Region erzielen Iconnten. KQrzlich wurde jedocli durch vomehmlicii 
massenspelctrometrische Untersucliungen von M\JC1 aus humaner l^ilcli 
(Nichttumoreiuelie) gezeigt, dass das Threonin der PDTR-Region einiger Tandem- 
Repeats giyl<osyiiert sein icann, andere Jedoch ungiyi<osyiiert vorliegen. Weitertiin hat 
die Untersudiung einer Griippe von MUC1-spezifischen Antilcdrpem gezeigt, dass 
eine Glylcosyiierung in der PDTR-Region die Bindung einzeiner AntilcOrper (Ak) an 
lojrze MUC^ Peptide im Vergleich zum nichtglylcosyiierten Peptid verstarkt oder erst 
erm5glicht, w§lirend andere vOlIig unabhangig von der Glylcosyiierung an dieser 
Stelle binden. 

IVIUC1 an sich ist ein etablierter Tumormarker. Folgende bel^nnte Eigenscliaften 
charalcterisieren I\/1UC1 als einen Tumormarl<en MUC1 wird im normalen Epitliel, im 
wesentliclien DrQsenepitliel, aussclilielllichi polar auf der apilcalen ly/lembran der 
Zellen exprimiert. Diese strong apil<ale Lokalisation gehit wShrend der 
Kanzerogenese verloren, und es kommt zu einer apolaren Expression Qber die 
gesamte Zeiioberflaclie, wodurch das M\JC^ dem immunsystem zuganglicii wird. 
Eine weitere Eigenschaft des MUC1 ist, dass es walirend der Kanzerogenese 
verstdrkt exprimiert wird. Ais dritte bekannte Tumorelgenscliaft Sndert sich die 
Glykosylierung des MUC1 wahrend der ICanzerogenese. wodurch es zu einer 
aberranten Glykosyiiemng kommt. Dadurch kommt es zum einen zur Expression von 
de novo Kohlenhydrat-Antigenen, und zum anderen teilweise zur Freilegung von 
Peptidepitopen (Karsten, Cancer Research 58, 2541-2549, 1998; Price, Tumor Biol. 
Suppl.1: 1-5, 1998). iy/lUC1 1st, wie im Stand der Technik beschrieben ein an sich 
bekanntes MoIekQI und anerkannt als Tumonmarker. Allerdings ist MUC1 kein genau 
stmkturell definiertes l\/loiekQi sondem eine heterogene Mischung von MolekQIen. Die 
Heterogenitat ist durch verschiedene Eigenschaften von MUC1 begrQndet 

a. MUC1 ist genetisch polymorph in der humanen Population bezQglich 
der Anzahl der Tandem Repeats. 

b. Die Glykosylierung und Expression ist in unterschiedllchen Geweben 




und in unterschiediichen Differenzlemngsstadien verschieden. 

c. MUC1 Praparationen aus Geweben oder Zelllinien zeigen eine hohe 
Heterogenitdt an Kohlenhydratstmkturen und damit an MUC1 
MolekQIen. 

d. MUC1 Praparationen aus Geweben oder Zelllinien zeigen, dass 
Innerhaib eines MUC1 MolekUls die Tandem Repeats heterogen 
glykosyliert sind, dies bezieht sich auf die Zuckerketten, wie auch auf 
die Glykosylieningsstellen. 

e. Die zur Zeit zur VerfQgung stehenden Tecliniken erlauben keine 
Zuordnung einer Kohlenhydratkette zu einem bestimmten Tandem 
Repeat odec einer bestimmten Glykosytiemngsstelle von MUC1 aus 
natQrfichem Material. 

f. Die Glykosylierung 1st zur Zeit fOr kein MUC1 komplett besciirieben 

In keinem Fall ist die chemische Stmktur natOriichen MUC1 MolekQIs komplett 
bekannt. Im Gegenteil die Glykosyliemng ist in wenigen Fallen und dann nur partieli 
bekannt. Das zelgt, dass es sich bei herkemmlichen natOriichen MUC1 urn keine 
definierte Struktur handelt sondem um eine grofle heterogene Gruppe an MolekQIen. 
Hinzu kommt, dass im Tumorfall durch die Veranderungen im 
Glykosylierungsapparat Veranderungen der MUC1 Glykosylierung auftreten, die eine 
zusatzliche Komplexitat in die Heterogenitat einfOhren. Auch diese veranderte 
Glykosylierung ist stark heterogen in Bezug auf Tumorart, innerhaib einer Tumorart, 
beziiglich Kohlenhydratketten, Verteilung der Kohlenhydratketten. 

Es ist beschrieben, daB tumorassoziiertes MUC1 immunsuppressiv auf die T-Zell 
Proliferation wirtct. (Agrawal et al., Nat. Med., 1998, Oct. 4(10):1093). Welter wird 
beschrieben, dass es sich dabei im Besonderen um langere MUC1 MolekOle mit 
mehr als 60 Aminosauren handelt, die aus Tumorzellen gewonnen werden (WO 
99/23114). Eine enteprechende Immunsuppression ist au&erst nachteilhaft oder 
verhindert den Gebrauch von entsprechenden tumorassoziierten MUC1 MolekQIen, 
die aus Zellen gewonnen wurden. Im Besonderen wurde beschrieben, dail MUC1, 
das mit Hilfe des AntikSrpers B27.29 gewonnen wurde, Immunsuppressiv wlri<t (US 
20020044943, WO 9810783). FQr eine geeignete und wiri^same Tumortherapie oder 
Prophylaxe auf Basis des Tumomnarkers MUC1 ist es notwendig eine Moglichkeit zu 




finden MUC1 MolekQIe herzustellen, die nicht Oder vermindert immunsuppressiv und 

irri bevbrzugten Fall soger immunstfiiriulsftonscfi wli^^ 

Oder Prophylaxe auf Basis des Tumormarl^ers IVIUC1 ist nIcht belcannt. 

Das teciinisclie Problem, das der ErRndung zugrunde liegt, ist somit die 
Bereitstellung von l\/laBnalimen zur Therapie und/oder Propliyiaxe von Tumoren, die 
mit dem Tumormarl^er IVIUC-I assoziiert sind. 

Dieses technlsche Problem wird durch die in den AnsprOchen gel^ennzeichneten 
AusfQiirungsfbrmen geldst. 

Die voriiegende Erfindung betrifft daher ein Verffhren zur Herstellung eines MUC-1- 
MolekQIs, welches in der Lage ist eine Immunantwort Im Mensdien hervoizuaifen^ 
umiiassend: 

a) in Kontakt brlngen eines Gemisches von MUC-1-MolekQIen mit einem 
Antikorperwelcher die folgenden Eigensoliaften aufweist: 

i) Bindung an die immundominante Region des MUC1 Tandem Repeats; 
und 

ii) Bindung an ein MUC1 Fragment, welches zwischen 9 und 40 
Aminosauren lang ist und Sequenzen des MUC1 Tandem Repeats und 
der Immundominanten Region enth§lt, wird durch Glykosyllerung des 
Threonins einer PDTR-Sequenz ennSglicht oder erhoht; und 

ill) Bindung an nicht-glykosylierte l\/IUC1 Tandem Repeats wird erhSht, 
wenn die nicht glykosylierten MUC1 Tandem Repeats in Seiie 
vorliegen; und 

iv) Bindung an multiple glykosylierte MUC1 Tandem Repeats, die 
Glykosylierungen an den Threoninen mehrerer PDTR-Sequenzen der 
immundominanten Region tragen, Ist gema& eines addditiven Effektes 
aus l^nge und PDTR-Qlykosylienang gegenOber kurzen MUC1 
Fragmenten aus ii) erhdht 

fDr einen Zeitiaum der ausreichend ist und unter Bedingungen die geeignet 

sind, damit sich ein Immunkomplex ausbildet; 

b) Isolierung des Immunkomplexes; und 

c) Bereitstellung des MUC-1-IS/lolekQls aus dem Immunkomplex. 




Der BegrifF ''Herstellung" umfasst neben den zuvor explizit genannten Schritten auch 
zusdtzliche Schritte, wie etwa Vorbehandlungen des AusgangsstofFes oder 
Weiterbehandlungen des Endproduktes. Vorbehandlungsverfahren werden 
nachfolgend noch genauer eriautert, Weiterbehandlungsverfahren umfassen 
beispielsweise die endgQttlge Formulierung des hergestellten MUC-1 MolekQIs in 
geeigneten Darreichungsfonmen. Die Art der Darreichungsform, z.B. Tablette, 
Losung Oder Lyopiiillsat, hSngt hierbei von der beabsichtigten Verwendung ab. Dem 
Fachmann ist hierbei bekarint welche Darreichungsform sich fur welchen 
Verwendungszweck eignet Je nach Darreichungsform kann das durch das 
erfindungsgema&e Veriahren hergestellte MUC-1 MolekQl zusammen mit Hilfs-. 
Trdger-, oder weiteren WirkstofFen vorliegen. Hilfsstoffe sind hierbei vorzugsweise 
Adjuvantien, weitere WirkstofFe vorzugsweise immunstimulatorische MolekQIe, wie 
Interieuklne. Das mit dem erfindungsgemaHen Verfahren hergestellte MUC-1 MolekQl 
kann auch in Werterbehandiungsschritten chemisch modifiziert werden. 
Vorzugsweise wird das MUC-1 MolekQl hierbei mit einem oder mehreren weiteren 
MolekQIen in geeigneter Weise, d.h. durch chemische oder pysikalische Interaktion, 
verbunden. Als weitere MolekQie im Sinne der ErFindung dienen bevorzugt andere 
Proteine oder Peptide, die mit dem durch das erFlndungsgemalie VerFahren 
hergestellten MUC-1 MolekQt fusioniert werden. Hierbei liegt das MUC-1 MolekQl 
dann als Fusionsprotein vor Als weitere MolekQie im Rahmen des 
erfindungsgemaiien Verfahrens sind besonders Substanzen geeignet die eine 
therapeutische oder diagnostische Wirkung entfalten, beispielsweise Radioisotope 
Oder Toxine. Ebenso fallen als weitere MolekQie solche Substanzen unter die 
ErFindung, die geeignet sind als Tragermaterialien zu dienen oder die als 
Kopplungskomponenten fQr die MUC-1 MolekQie mit Tragem dienen konnen. Solche 
Trdgermaterialien Oder Kopplungskomponenten sind Im Stand der Technik bekannt. 

Der BegrifF „MUC1 MolekQl, welches in der Lage ist eine Immunantwort im Menschen 
hervorzurufen" umfasst MUC1 MolekQie, die zu einer Spezies von MUC1 
Glykoproteinen gehoren, die alleine oder in Kombination mit geeigneten Adjuvantien 
und/ Oder Immunstimulatorischen MolekQIen eine Immunantwort gegen MUC1- 
positive Tumorzellen bewirken. Unter Immunantwort versteht man im Sinne der 
ErFindung das AuslSsen einer humoralen Immunantwort und/ oder zelluiaren 
Immunantwort. Unter einer humoralen Immunantwort versteht man dabei die 




Induktlon von AntlkGrpem durch die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren 
hergesteilte 'M0C1 MolelcDIe. Uhter'eineT zWulSfen Immunanftw6ft~vefstem"fhan 
dabei die Induktion von Immunzellen, beisplelswelse CD4 posKive und/oder CDS 
positive Zellen, durch die mit dem erfindungsgemalien Verfahren hergesteilte MUC1 
MolekQIe, die eine Bekampfung von MUC1 positiven Tumorzellen direkt oder indirekt 
be>wirken. Die MUC1 MolekQIe zeichnen sich dadurch aus, dass sie nicht oder nur 
schwach Immunsuppressiv auf T-Zellen wirken. Bevorzugt werden dabei MUC-1- 
MolekQIe, die T-Zellen stimulieren, d.h. diese MolekQIe wirken im Sinn der 
voriiegenden Erflndung stimulatorlsch. Die MUC1 MolekQIe sind vorzugsweise 
tumorassoziiert. Die immunstimulatorischen Elgenschaften von MUC1 MolekQIen und 
induzierten Immunantworten kOnnen durch mindestens eines der in den Beispielen 
• beschriebenen Verfahren oder andere dem Fachmann bekannte Verfahren in vitro 
und In vivo nachgewlesen werden, beispielsweise ELISA, ADCC und CDC Assays, T 
Zell Stimuiierungs-Assays und NOD-SCID Maus Modelle. Dem Fachmann ist es 
daher ohne welteres mOglich zu bestimmen. ob bestimmte MUC1 MolekQIe zu 
derselben Spezies hinslchtlich ihrer Immunstimulatorischen Eigenschaften gehSren. 
Vorzugsweise teilen die MItglieder dieser Spezies in ein oder mehreren Tandem 
Repeats chemische Eigenschaften, die nachfolgend genauer defmiert werden. 

Unter dem Begriff "in Kontakt-Bringen" sind alle MaBnahmen zu verstehen, durch die 
eine chemische; biochemische oder physikalische Interaktion zwischen dem MUC-1 
MolekQI und den im Verfahren eingesetzten Antikbrpem ermOglicht wird. Die MUC-1 
MolekQIe und die AntikSrper werden hierzu vorzugsweise in eine geelgnete 
FIQsslgkeit eingebracht. Als geeignete FIQssigkelt dienen beispielsweise 
PufferlSsungen, die, wie im Stand der Technik oder den Beispielen beschrieben, in 
ELISA Oder RIA Nachweissystemen eingesetzt werden oder Ldsungen die fQr 
chromatographische Reinlgungsverfahren beschrieben wurden. Besonders geeignet 
sind LOsungen. die zur Affinrtatschromatographle mit AntikOrpem Im Stand der 
Technik eingesetzt wurden. Geelgnete L6sungen sind ganz besonders bevorzugt die 
In den Beispielen genauer beschriebenen Ldsungen. 

Der Begriff "Gemlsch von MUC-1 MolekQIen" umfasst eine Vlelzahl von MUC-1 
MolekQIen, die derselben oder unterschiedHchen Spezies angeh6ren kdnnen. WIe 
bereits zuvor ausgefQhrt wurde, handelt es sich bei dem im Stand der Technik 




beschriebenen MUC-1 Tumormarker urn ein Gemisch von unterschiedlichen 
molekularen Spezies, die sich hinsichtlich ihrer Glykosylierung und teilweise in ihrer 
Aminosaurezusammensetzung unterscheiden. Das im erfindugsgemaden VerFahren 
eingesetzte Gemisch von MU01 MolekUlen kann neben diesen auch welter 
[VIolekQIe enthalten, beispielsweise Zucker, Lipide oder Protelne oder Peptide, die 
nicht zur MUC-1 Gmppe gehSren. Vorzugsweise konnen seiche Gemische von 
MUC-1 IVIolekQIen aus Tumor Geweben, Tumor Zellen sowie aus Zellen oder 
Zellinien, die, inter alia, tumorassoziiertes MUC-1 produzieren gewonnen werden. In 
besonders bevorzugter Weise konnen aus diesen Geweben, Zellen oder Zelllinlen 
Lysate hergestellt werden. Diese Zelllysate oder Telle davon konnen auch als MUC-1 
Gemische Im Sinne der Erfindung dienen. Als Gemisch von MUC-1 MolekQIen 
kOnnen auch synthetische Glykopeptide oder Fragmente des tumorassoziierten 
MUC-1 dienen. Die Herstellung von synthetlschen Glykopeptiden ist im Stand der 
Technik bekannt (Karsten, loc cit). Glykopeptide kdnnen darOber hinaus durch 
Behandlung mit Proteasen und/ oder Glykosidasen aus MUC-1 Praparationen 
hergesteilt werden. 

Der Begriff "Antikarper" umfasst im SInne der Erfindung murine, chimare, 
humanisierte, humane Antikdrper, ganze Antlkorper verschiedener Isotypen oder 
AntikOrperfragmente, beispielsweise single-chain Antikorperfragmente (ScFv), Fab 
Fragmente, multivalente Antikdrperfragmente (beispielsweise dia-, tria-, tetrabodies), 
Oder Antikorperfragmente anderer Formate, auch solche, die als Fusionsproteine mit 
andere Peptiden oder Protelnstrukturen gekoppelt venA^endet werden, sowie 
Antlkorper oder AntikSrperfragmente, die neben der erfindungsgemalien Spezifltat 
fOr MUC1 noch eine oder mehrere weltere Spezifitaten besltzen, beispielsweise 
bispezlfische Antikdrper. Die Herstellung dieser Antik5rper erfoigt nach an sich 
bekannten Techniken. Die in den erfindungsgemS&en Verfohren eingesetzten 
Antlk6rper zeichnen sich durch die zuvor genannten Eigenschaften aus. 

In diesem Zusammenhang versteht man unter dem Begriff „lmmundominante Region 
des MUC1 Tandem Repeats", im Sinne der Erfindung die PDTR-Region, die strong 
genommen weltere Aminosauren der umliegenden Sequenzen des MUC1 Tandem 
Repeats beinhaltet, beispielsweise APDTRPAP. Ob ein Antikdrper an diese Region 
bindet kann durch im Stand der Technik bekannte Verfahren ohne weiteres vom 
Fachmann bestimmt werden. 



Der BegriTWC-l tanderTrRepeaV* bezeFcfinef elhe 'Sequeffe aus 20'Amindisauren: 
HGVISAPDIRPAPGSIAPPA. Die fUnf potentiellen O-Glykosyllerungsstellen an 
zwei Serinen und drei Threoninen sind in der zuvor gezelgten Sequenz unterstrichen. 
Dariiber hinaus erfasst dieser Begriff erfindungsgemafi auch solche Varianten, die 
Mutationen und damit Aminosaureaustausche in einem oder mehrerer Tandem 
Repeals elnes iSngeren MUC1 MolekQIs besitzen. Das Tandem Repeat besltzt 20 
AminosSuren und kann an beliebigen Steilen beginnen. 

Der Begriff "nicht-glykosylierte MUC-1 Tandem Repeats in Serie" bezeiclinet eine 
lineare Abfolge von mehreren Tandem Repeats des MUC-1. wobel die Abfolge nicht 
durch andere Sequenzen unterbrochen ist. Vorzugsweise llegen mindestens zwei. 
mindestens drei, mindestens vier oder mindestens fQnf Tandem Repeats in Serie vor. 
Am meisten bevorzugt sind mindestens sechs Tandem Repeats in Serie. 

Unter dem Begriff „erh5ht- ist im Sinhe der Erfindung eine Bindung des Antikdrpers 
gegenQber eines PDTR-glykolisierten MUC1 Peptides zwischen 9 und 40 
Aminosauren zu verstehen. die signifikant staricer ist. als die Bindung gegen ein 
entsprecliendes Peptid. das nicht an der PDTR-Region glykosyliert ist. Dies gilt fQr 
PDTR-giykosyllerte Tandem Repeats unter dem Punkt 2). Man versteht damnter 
weiteriiin eine Bindung des Antikorpers gegenQber mehreren Tandem Repeats in 
Folge. die signifikant starker ist, als eine Bindung gegen einzelne Tandem Repeats. 
Dies gilt for nicht glykosylierte Tandem Repeats unter dem Punkt 3) und gegenQber 
PDTR-glykosylierten Tandem Repeats unter dem Punkt 4). Ob eine Bindung 
signifikant ertiOht ist. kann durch geeignete statlstische Tests vom Fachmann leicht 
bestlmmtwerden und wird In den Beispielen 1 bis 3 veranschaulicht. 

Unter dem Begriff „enn6glichf ist im Sinne der Erfindung eine Bindung elnes 
AntikOrpeis gegenQber eines PDTR-glykosylierten MUC1 Peptides zwischen 9 und 
40 Aminosauren, die durch die Glykosylierung an dieser Stelle emnOgllcht wild, zu 
verstehen. Entsprechende Peptide, die nicht an der PDTR-Region glykosyliert sind. 
binden nicht oder die Bindung ist mit den venwendeten Methoden kaum detektiertaar 
(sieheauch 2). 




Unter dem BegrifF "Immunkomplex" ist im Sinne der Erfindung das Produkt einer 
Antikorper-Antigen Reaktion zu verstehen. Hierbel bindet der Antikorper tiber 
physiko-chemische Interaktionen reversibet an das Antigen. Die interagierenden 
Konnponenten bilden den immunkomplex. 

Der BegrifF "Isolierung" umfasst alie Maflnahmen Oder Verfahren, die dazu dlenen, 
den Immunkomplex von Antikorpem abzutrennen, die keinen Immunkomplex mit 
einem Antigen gebildet haben sowie von MUC-1 l\/toIekQlen Oder anderen IViolekulen, 
die niclit von einem AntikQrper gebunden wurden. Diese Verfahren sind im Stand der 
Teclinik bekannt und in den Beisplelen beschrieben und umfassen beispielsweise 
Ma&nalimen, die zur Ausfdllung des Immunkompiexes fQhren oder 
Chromatographische VerFaliren. Weitere geeignete Verfahren werden audi 
naciifolgend noch genauer besciirieben 

Die Erfindung besclirelbt darQber hinaus ein neuartiges und unenvartetes 
Tumorepitop auf dem QesamtmoiekOI von MUC1, das durch das erfindungsgemdUe 
Verfaliren hergestellt/ gewonnen werden kann. Das neuartige erfindungsgemd&e 
MUC1 -Tumorepitop auf dem GesamtmolekQi von IVIUC1 ist ciiarakterisiert durch die 
gemeinsamen Bindungsspezifitaten von IVlUCI-spezifiscfien monoklonalen 
AntikSrpern der Gruppe 1, die im Folgenden im Detail beschrieben werden. Alle 
untersuchten monoklonalen Antikorper, welche die im folgenden beschriebenen 
gemeinsamen Bindungseigenschaften besitzen, wurden durch Immunisierung von 
Mdusen mit MUCI aus Tumormaterialien generiert: 

Antikorper der Gruppe 1 haben die gemeinsam zutrefTenden Bindungseigenschaften 
1 bis 4: 

1) Die Antlkdrper binden die immundominante Region (sogenannte PDTR- 
Region - siehe Definition) des IS/IUC1 Tandem Repeats. 

2) Die Bindung der AntikOrper an ein IVIUC1 -Fragment der MUC1 -Tandem 
Repeats, das die PDTR-Region enthalt und zwischen 9 und 40 AminosSuren 
iang ist, wird durch eine Glykosyllerung an dem Threonin einer PDTR 
Sequenz der immundominanten Region ermoglicht oder erhOht Die Bindung 
an die entsprechenden MUC1 -Peptide, die nicht in der PDTR Sequenz 
glykosyliert sind, ist deutlich niedriger. Eine Glykosyllerung mitTn (GalNAcal- 




0-Thr) ist dabei ausreichend urn diesen Effekt 201 enreichen, allerdings ist auch 
eine langere'Glykosylierlihg'wie beispielsweise durch TF"(Gaipl-3GallsiA<5ix1- 
O-Thr) mSgllch um den Effekt zu enreichen. Glykosyllerungen an anderen 
Glykosyllerungsstellen des MUC1 -Tandem Repeats haben keinen oder kelnen 
nennenswerten Einfluli auf den Gfundeffekt (siehe Beispiel 1 und Tabelle 1) 

3) Die Antikoper binden an nicht-glykosylierte MUC1 Tandem-Repeats besser, 
wenn sie in Serie vorliegen. Dabei enthdit das multiple nichtglykosylierte 
MUC1 Tandem-Repeat-Peptid mindestens 3 Tandem-Repeats, wobei die 
Verstarlaing der Bindung auch erst durdi weitere Tandem Repeats zustande 
kommen kann und/oder durch eine erhdhte Anzahl an Tandem Repeats noch 
deutlich starker erhdht wind. Bei den rneisten Antikdrpem ist die grd&te 
Bindungszunahme von MUC1-Peptiden mit 4 Tandem Repeats nach MUG1- 
Peptiden mit 6 Tandem Repeats zu beobachten (sietie Beispiel 2 und Tabelle 

2) . 

4) Die Antikdrper zeigen eine Bindungseigenschaft. die erfindungsgemail als 
additiver Effekt bezelchnet wird. Die Antik6per binden an PDTR-glykosylierte 
MUC1 Tandem-Repeats besser, wenn sie in Serie vorliegen. Dabei enthSit 
das multiple PDTR-glykosylierte MUC1 Tandem-Repeat-Peptd mindestens 2 
Tandem-Repeats und mindestens 2 glykosylierte PDTR-Regionen. Die 
Veretarkung der Bindung kann auch erst durch weitere PDTR-glykosylierte 
Tandem-Repeats zustande kommen und/oder durch eine erhdhte Anzahl an 
PDTR-glykosylierten Tandem-Repeats noch deutlich starker erhSht werden. 
Bei vielen AntikSrpem ist die grOUte Bindungszunahme fOr multiple PDTR- 
glykosylierte MUC1 Tandem-Repeat-PeptkJen von 4 Tandem Repeats zu 
solchen mit 6 Tandem Repeats zu beobachten (siehe Beispiel 3 und Tabelle 

3) . 

Das TumorBpitop wird durch die Bindungsspezifitaten der Antikdrper beschrieben, 
die die Bindungseigenschaften 1 und 2 und 3 und 4 aufweisen. 

Da der LSngeneffekt von Antikdrpem gegenOber nicht-glykosylierten Tandem 
Repeats allein keine Differenzierung zwischen Antikdrpem, die durch Immunsierung 
mit Tumormaterial, und solchen Antikdrpem, die durch eine Immunisierung mit Nicht- 
Tumormateriai hergestellt wurden enreicht, zeigt, wird deutlich, dass die in der 




Literatur beschriebene Loop-Struktur, die in nicht-glykosylierten MUC1 Peptiden 
multlpler Tandem Repeats auftritl, nicht exakt in dieser dort bescliriebenen Form 
dem erfindungsgemd&en Tumorepitop entspricht. 



Alia getesteten Antikorper aus Immunisiemngen mit IVIUC1 aus Tumormaterial 
zeigen sine BIndungselgenschaft, die abli§ngig von der Glykosylierung der PDTR- 
Region ist, und davon, daB niclit-glykosyllerte IVIUC1 Tandem Repeats in Serie 
vorliegen. Der Grol&teil zeigt den additiven Bindungseffekt aus multiplen Tandem 
Repeats und PDTR-Glykosylierung. 

DemgegenQber sind fast alle getesteten Antik6rper, die durch Immunisierung mit 
Niciit-Tumonnnaterial gewonneri 'wuirden, Glykosylierungs-unabhangig. Die meisten 
Antikdrper sind negativ fOr den additiven Effekt. 



Bevorzugte Antikdrper fQr die erfindungsgemafie Definition und Beschreibung des 
Tumorepitops und zur erfindungsgem§(&en Anwendung dieser Antikdrper fQr 
Tumordiagnostik und -beiiandtung sowie zur erfindungsgemdi&en Gewinnung von 
geeignetem MUCI-MolekQIen zur Tumorbeiiandiung und -diagnostik, sind solciie 
Antikerper aus Gruppel die einen additiven Bindungseffekt aus Lange und PDTR- 
Glykosyliemng aufweisen, wie er unter Bindungselgensciiaft 4 besciirieben wurde, 
beisplelsweise A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 und b- 
12 (sleiie Tabelle 3; Quelle der Antikdrper ist in Tabelle 1 besciirieben). Diese 
Antikdrper welsen eine eriidiite Afflnltat gegenQber multiplen Tandem Repeats und 
damit gegenQber nativen Tumor-MUCI , das aus multiplen Tandem Repeats bestehit, 
auf und sind daiier erfindungsgemSH zu bevorzugen. 

Besonders bevorzugt sind Antikdrper fQr die erfindungsgemdi&e Definltton und 
Besciireibung des Tumorepitops und zur erfindungsgemdHen Anwendung dieser 
Antikdrper fQr Tumordiagnostik und Beiiandlung sowie zur erfirKlungsgemaden 
Gewinnung von geeignetem IVIUCI-MolekQIen zur Tumorbehandiung und - 
diagnostik, die einen starken additiven Bindungseffekt aufweisen. Diese Antikdrper 
binden an multiple PDTR-glykosyllerle MUCi Tandem-Repeat-Peptide aus 4) 
deutllch bis vieifach startler ais an kurze PDTR-glykosylierte IVIUC1 -Peptide aus 2) 
und ihre BIndung an multiple nichtglykosylierte MUC1 -Tandem Repeats aus 3). Die 
Antikdrper dieser bevorzugten Untergruppe zeigen einen starken additiven Effekt der 
BIndungsverstarkung durcli Glykosylierung der PDTR-Sequenz nachi 2) und 



Multimerisiemng der Tandem-Repeats nach 3) (siehe Beispiel 3 und Tabelle 3). Die 
Antikorpef aiesef Gruppe, vdrYugsweise 7K76'-A/C7rV0-'1 1 E2 uhd VU^ 1 D1 , (sfehe 
Beispiel 3 und Tabelle 3), zeigen eine besondefs starken additiven EfFekt und weisen 
eine besonders erhahte Affinltat gegenOber multiplen PDTR-glykosylierten Tandem 
Repeats und damit gegenOber nativen Tumor-MUC1, das aus multiplen Tandem 
Repeats besteht. auf und sind daher erfindungsgemali zu bevorzugen. 

Alle getesteten MUC1 spezifischen Antikdrper, die Bindungselgenschaften der 
Gruppe 1 besitzen, korrelieren mit dem Immunogen, das zu ihrer Erzeugung in 
Mdusen verwendet wurde (siehe Beispiel 2 und Tabelle 1), beispielsweise In Form 
ganzef Turhorzellen Oder aus Tumormaterial gewonnenem MUC1. MUCI-spe^sche 
monokionale Antikdrper (mAK), die aus Immunisiemngen mit nicht tumorrelevantem 
[VIUC1 -Material gewonnen wurden zeigen diese Kombination an 
Bindungselgenschaften nicht. Sie sind alle unabhangig Oder invers (negativ) 
abhangig von der Glykosylierung der PDTR-Region nach 2) oder unabhdngig von 
der Lange der unglykosylierten MUC1 Peptide und damit der Zahl der Tandem 
Repeats nach 3). Diese unerwartete Korrelation zeigt, dass Antikorper, die die 
Bindungselgenschaften der Gruppe 1 besitzen, eine besondere antlgene Struktur auf 
dem MUC1 erkennen, die einem neuartigen Tumorepitop auf MUC1 entspricht und 
damit als Zielstruktur fur eine Tumortherapie und fOr diagnostische Zwecke 
^ besonders gut geeignet ist. Therapeutische und diagnostische Verfahren, die dieses 
neuartige und unenvartete Tumorepitop als Zielstruktur verwenden verbessem 
bisherige Ansatze, die das IVIUCI nach den bisherigen bekannten tumorassozlierten 
Elgenschaften Oberexpression, apolare Expression und abberrante Glykosylierung 
betrachten, signiflkant 

Die Erfinduhg beschreibt ein neuartiges und Qberraschendes Tumorepitop auf dem 
humanen poiymorphen epithelialen l\/luzin MUC1. Die Erfindung beansprucht dieses 
Epitop sowie Substanzen und Verfahren zu deren Herstellung, die dieses Epitop 
enthalten, wie beispielsweise Zellen, Glykoproteine oder Glykopeptide, und 
Verfahren zur Anwendung In der Prophylaxe und Behandlung von 
Tumorerkrankungen, einschlie&lich Vakzine, wie beispielsweise Ganzzellvakzine, 
Glykoprotein- oder Glykopeptidvakzine, sowie Antikorper, die mit Hilfe von MUC1 als 
Immunogen gewonnen wurden, das durch das erfindungsgemaiie 
Herstellungsverfahren gewonnen wurde, und die einen erhdhten additiven Effekt 
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aufweisen und deshalb besonders zur Anwendung in der Behandlung und DIagnostik 
von Tumorerkrankungen geeignet sind. 

FOr Anwendungen von MUC1 in Tumortlieraple und -prophylaxe ist es notwendig 
solche MUC1 IVIoIekQIe zu isolieren, die tumon-elevante Epitope tragen und moglichst 
keinen oder einen veningerten immunsuppressiven Einfluss liaben. Dies gilt auch fQr 
die Isoiierung und Herstellung von Zellen oder anderen TrSgersubstanzen, die 
geeignete iy/IUC1 l\/loIekQle im Sinne der Erfindung tragen. FQr die Diagnostik ist es 
vorteilhaft eine differentielle Diagnostik zu erreiclien, die bestimmen kann, ob und in 
welchem MaBe MUC1 vorliegt das tumon-elevante Epitope trSgt oder weniger 
bezieliungsweise In-elevante Epitope tragi, sowie nicht. verrlngert oder venmehrt 
immunsuppressiv wirkt (sielie auch welter unten Diagnostik). Die Im folgenden 
beschriebenen erfindungsgemSBen Verfahren eriauben die Definitfon, 
Charakterlslerung und Isoiierung der oblgen erfindungsgemdB geeigneten MUC1 
MolekQIe. 

Die Erfindung betrifft Verfaiiren, die es eriauben aus dem grofien Pool an 
unterschiedliohen MUC1 MolekQIen. deren Stmkturen in keinem Fall detailliert 
chemiscii bekannt sind, solciie MUC1 MolekQIe oder deren Fragmente oder Derivate 
zu identifizleren und/ oder zu gewinnen, die fQr eine Anwendung in der 
Tumorbehandlung. Tumorpropiiylaxe und Tumordiagnose vorteilhaft verwendet 
werclen kSnnen. Solche MUC1 MolekQIe werden Im welteren erfindungsgemSli ais 
tumorassozlierte MUC1 MolekQIe bezeichnet und beinhalten neben MolekQIen auch 
MolekQImlschungen, wie beispielsweise Glykopeptide, Glykoproteine oder 
Mischungen daraus sowie Fragmente und Derivate der MolekQIe, die das 
erfindungsgemaRe Tumorepltop enthalten. ErflndungsgemaB sind tumorassozlierten 
MolekQIe auch Zellen oder andere TrSgersubstanzen, wie beispielsweise Viren, 
Bakterien, Telle von Zellen, wie beispielsweise Exosomen oder Zelllysate, oder 
LIposomen, die eln oder mehrere tumorassoziierte MUC1 MolekQIe mit dem 
erfindungsgemaUen Tumorepltop enthalten. Die Verfahren entsprechen Screening 
Assays die es eriauben fQr die oben genannten und im Folgenden im Detail 
ausgefQhrten Anwendungen geeignetes MUC1 zu Identifizleren und zu gewinnen. 
Der zentrale Schrltt des Herstellungsverfahren ist eine Identifizierung - und/oder 
Isoiierung von tumorassoziierten MUC1 MolekQIen mit Hilfe von AntikSrpem, die das 
erfindungsgemaiie MUC1 -Tumorepltop erkennen. wie beispielsweise AntikOrper der 
Gmppe 1 (A76-A/C7. VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 und b-12). 




Eine bevorzugte Gruppe an Antikdrpem sind dabei solche Antikdrper, die einen 
acTditiven BihdungseffeRt aus LSnge ' und PDTR-GTyk6s\^le^^ aufWeisen/ wie 
belspielswelse A76-A/C7. VU-11E2, VU-.11D1, BC4E549, VU-12E1. VU-3D1 und b- 
12- Eine weiter bevorzugte Gruppe an Antikdrpem sind hierbei Antikorper mit einem 
besonders starken additiven Effekt, wie beispielsweise A76-A/C7, VU-11E2 und VU- 
11D1. ErfindungsgemaB ist der Antikorper A76-A/C7 fQr alle Anwendung zu 
bevorzugen, da er den starksten additiven Effekt aufweist. Ein weiterer Antikorper, 
der im Sinne der Erfindung fur das erfindungsgemafie Herstellungsverfahren 
geeignet ist, ist der VU-4H5, der ebenfalls einen starken additiven Effekt aufweist, 
* ansonsten aber Invers Glykosylierungs-abiiangig bezQglich kurzer PDTR- 
glykosylierter Tandem Repeats ist (sielie Beisplel 4). In diese Gruppe fallen audi 
andere Antikdrper mit vergleiclibaren Bindungseigenschaften. . 
Die in den Verfaliren venvendeten einzelnen l^etlioden sind dem Faclimann bekannt 
und in den Beispielen beispielliaft im Detali erldutert. 

Tumorassoziierte IVIUCI l\4olekQie werden in einem erfindungsgemdHen Verfahren 
durch Bindung an die oben beschriebenen Antikdrper, identifiziert und/ oder isoliert 
und gewonnen. 

Die Metiioden die fQr die Identifizierung venA^endet werden sind an sich bekannte 
IVletlioden, beispielweise ELISA, RIA Westemblot, Immunprazipitation, FACS- 
Analysen, !\/lACS-Analsysen, Immuncytochemie und Immunliistologie. Die meisten 
dieser Metlioden sind im Detail in den Beispielen besciirieben. 
Nach dem erflndungsgema&en Verfaliren kdnnen die oben bescliriebenen IVIUCI 
MolekQIe aus KorperflQssigkeiten; wie beispielsweise dem Serum, Brustmilch oder 
Urin, Oder aus Oberstdnden von Zellkuituren durch eine AffinitStschromatograptiie an 
einem oder melireren Antikdrpem wie oben gezeigt gewonnen werden gewonnen. 
Dabei kdnnen weitere Reinigungs- und/ oder Konzentrierungsscliritte nach an sich 
bekannten Methoden mit einem oder mehreren Affinrtatschromatographieschritten 
an den Antikdrpem kombiniert werden. Ebenso kdnnen tumorassoziierte MUC1 
MolekQIe aus Tumorzellen, Tumorgeweben oder Tumorzelllinien gewonnen werden, 
indem ein geeigneter Schritt nach an sich bekannten Methoden vorgeschaltet wird, 
der es eriaubt das auf den Zellen membrangebundene oder das intrazelluiare MUC1 
fur die Affinitatsreinigung zuganglich zu machen, beispielsweise durch Solubilisierung 
mit geeigneten Detergenzlen oder durch Abspaltung extrazellularer MUC1 
Bestandteile durch Proteolyse oder durch Zelllyse. Eine differenzielle Reinigung der 




tumorassoziierten MUC1 MolekQie aus Oberstdnden von Zellkulturen und aus 
KdrperflQssigkeiten getrennt von membrangebundenem tumorassoziierten MUC1 
aus Tumorzellen, Tumorgeweben oder Tumorzeliiinien wird durch eine Kombinatton 
der oben beschriebenen Metlfioden ermdglicht. Ein wichtiger Schritt liierbei ist die 
Trennung von Oberstanden und Zellen nach an sich bekannten Methoden 
belspielsweise durch Zentrifugation. FOr eine Herstellung von sezernierten und 
membranstandigen tumorassoziierten MUC1 MolekQIen wird eine Kombination 
beider Verfahren verwendet, beispielsweise durch Vereinigung der 
ZeilkulturUberstdnde mit solubilisierten membranstSndigem MUC1 vor 
entsprechenden AfHnitatschromatographieschritten an geeigneten Antikorpem. 
Erfindungsgemaile tumorassoziierte MUC1 MolekQie slnd auch solche, die durch 
weitere Affinitdtschromatographieschritte mit anderen tumorspezifischen Antikdrpem, 
beispielsweise AntikOrper Oder Lektine gegen tumorassoziierte oder tumorspezifische 
Kohlenhydrat Antigene, beispielsweise das Thomsen-Friedenreich Antigen, das Tn- 
Antigen, das Sialyl-Tn-Antigen oder das Lewis Y-Antigen, welter gereinigt oder 
vorgereinigt wurden, um tumorassoziierte MUC1 MolekQie zu erzeugen, die multiple 
Tumorantigene tragen. Solche tumorassoziierten MUC1 MolekQie sind fQr die 
Tumortherapie von Vorteil, da Immunantworten, die durch sie gegen den Tumor 
erzeugt werden, fUr Tumorescape-Mechanismen schwieriger zu umgehen sind. 
Fragmente von tumorassoziierten MUC1 MolekQIen konnen nach an sich bekannten 
Methoden vor oder nach AfRnitatschromatographie an geeigneten Antikorpem, 
beispielsweise durch enzymatische oder chemische Proteplyse, hergestellt und 
durch geeignete an sich bekannte Methoden gereinigt werden. Einer Fragmentierung 
kann dabei eine partielle Deglykosylierung vorgeschaltet sein, beispielsweise durch 
ein Oder mehrere enzymatische Deglyksoyllerungsschritte, wie beispielsweise eine 
komplette oder partielle Abspaltung von Sialinsauren durch Siaiidasen, oder eine 
komplette oder partielle Abspaltung von Fucose-Baustelnen durch ein oder mehrere 
chemische Deglykosyllerungsschrltte, wie beispielsweise nach der an sich bekannten 
TFMSA-Methode (Trifluormethylsulfonsaure Behandlung). 

Tumorassoziierte MUC1 MolekQie und deren Fragmente kOnnen welter nach an sich 
bekannten Methoden modlfiziert werden. Zu erfindungsgemSHen Modiflkatlonen 
zahlen dabei beispielsweise die Anderungen der Glykosylierung in ein oder 
mehreren Schritten, beispielsweise die enzymatische Glyksoylierung oder 
Deglykosylierung mit Glykosyltransferasen und/ oder Glyksoylldasen und/ oder 




chemischer Deglykosylierungen. Die Modlfikationen kdnnen vor oder nach 
AffinrtMsairomatograpRieschn^ -erfolgen. Die resultTereirrd'en 

Fragmente konnen durch geeignete Reinigungs- und/ Oder Konzentrierungsschritte 
nach an sich bekannten Methoden weiter gereinigt beziehungsweise fraktionlert 
werden. Weitere erflndungsgemaiie Modifikationen sind Kopplungen mit anderen 
Substanzen, belspielsweise solche, die eine Immunantwort gegen MUC1 auf 
Tumorzellen erii5hen und/ oder eine Applikation zur Behandlung und/ oder 
PRDphyiaxe von Tumoren und /oder Metastasen im l\/lenschen begQnstigen, 
beispielsweise Kopplung der tumorassoziierten MUC1 MolekQIe an an 
TrdgermolekQIe, beispielsweise KLH, oder an imnriunstimulatorische MolekQIe, 
"belspielsweise inferlelikine, GM-CSF, Interferone und / oder TNFaipha, Oder solciie, 
die die Stabiiltat der MolekQIe In vivo und v\^iirend der Lagerung erhSiien, oder 
solche, die eine Expression erhShen. oder solche die andere Produktionstechnteche 
Vorteiie bewirken. wie beispielsweise L6siichkeit Die Kopplungen erfolgen nach an 
sich bekannten Methoden beispielsweise chemlsch Qber geeignete Spacer oder 
blochemisch in Form von Fusionsproteinen, die rekombinant in Zeilen exprimiert 
werden (slehe weiter unten), beispielsweise Interleukin 12 oder Tetanus Toxoid 
Peptid. 

Ein Verfahren zur Herstellung erfindungsgem&Rer tumorassoziierter MUC1 MolekQIe 
ist auch die Synthese von Glykopeptiden nach an sich t)ekannten Methoden, die von 
■ den " erfindurtgsgenn^lien Antikorpem, did das MUC1 Tumorepitop erkeiinen, 
gebunden werden. Vorteilhaft kann dabei sain tumorassoziierte MUC1 MolekUIe, die 
durch eine der oben beschriebenen Verfahren gewonnen wurden, ganz oder in 
Teilen zu synthetisieren und durch ein oder mehrere zus3tzliche Aminosauren, 
beispielsweise Cystein oder Lysin and TragemiolekQie, mit an sich bekannten 
MolekOien zu koppeln. beispielsweise KLH. Eine komplette oder partieile Analyse 
erfolgt durch an sich bekannte Methoden, beispielsweise der fragmentlerenden 
Massenspektrometrieanatyse, beispielsweise PSD-MALDI-MS oder ESi-MS/MS, 
Oder NMR oder immunchemischen Methoden. 

ErfindungsgemaBe MUC1-Giykopeptide werden dadurch gewonnen, daB 
Glykopeptide nach an sich bekannte Methoden synthetisiert werden und ihre 
Bindung an MUC1-Antikarper getestet wird. MUC1-Giykopeptide, die durch 
AntikSrper gebunden werden, die das erfindungsgemaRe MUC1 -Tumorepitop 




erkennen, entsprechen den erfindungsgemdRen Kriterien fQr MUC1 Glykopeptide. In 
einer bevorzugten Variante wird die Peptid-Chip Technologie verwendet Hierbei wird 
eine Gro&zahi von MUC1*Peptiden hergesteilt, die an unterschiedlichen Positionen 
glykosyliert sind und/oder unterschiedllche Ldnge. Mit Hllfe der Bindung von 
Antikorpem gegen das erfindungsgemaUe l\/IUC1-Tumorepjtop warden solche 
MUC1 -Glykopeptide in dem HT-Verfahren (high throughput) gewonnen, die den 
erfindungsgemSRen Kriterien fOr MUC1 -Glykopeptide entsprechen. In einer weiter 
bevorzugten Variante konnen mit der gleichen Methode solche IVIUCI -Glykopeptide 
gewonnen werden, die daruber hinaus besonders immunogen fQr 
Kohlenhydratepitope sind, indem die oben beschriebenen Peptid-Chips zusatzlich 
mit tumor-spezifischen anti-Kohlenhydrat-Antikdrpem getestet warden und solche 
Glykopeptide identifiziert werden. die von Antikorpem gegen das erfindungsgemaHe 
MUC1-Tumorepitop und von Antikorpem gegen das tumor-spezifische 
Kohlenhydratantigene gebunden werden. Die HT-VerFahren sind fQr Peptide im 
Prinzip bekannt und kdnnen auf Glykopeptide Qbertragen werden. 
Verfahren zur Herstellung von Strukturen, die mehrere bis viele tumorassoziierte . 
IVIUCI MolekUie tragen, erfolgen nach an sich bekannten, beisplelsweise durch 
chemische Kopplung an Liposomen oder Koppiung an LIpide und nachfolgende 
Einlagerung in Liposomen oder durch Kopplung an andere TrSgerstrukturen. 
Wie nachfolgend noch ausgefuhrt wird, werden auch Zellen oder Zelllinien, die MUC1 
MolekQIe oder deren Fragmente tragen oder sezemieren oder sezemieren und - 
tragen, die durch die oben beschriebenen Verfahren hergestellt werden konnen, in 
den erfindungsgemSIJen Verfahren eingesetzt. Verfahren zur Herstellung solcher 
Zellen beinhalten die Selektion von Zellen, die die tumorassoziierten MUC1 MolekQIe : 
tragen durch Bindung an Antikdrper, die das Tumorepitop erkennen (Gruppe 1, 
bevorzugt A76-A/C7). HierfQr werden an sich bekannte Methoden ven^^endet. 
Beisplelsweise werden die Zellen mit tumorassoziierten MUC1 MolekQIen durch 
Magnettrennung mit Hllfe an einen Magnet bindende mit den Antikdrpem beladene 
Partikel gewonnen (MACS-Sortierung) und von solchen Zellen, die keine oder 
geringe Mengen an tumorassoziierten MUC1 MolekQIen tragen getrennt. Ein weiteres 
Beispiel 1st die Gewinnung mit Hllfe eines FACS-Sorter^, der Zellen, die die 
Antikorper tragen, die fluoreszenzmarkiert wurden, sortiert. Beide Methoden sind 
dem Fachmann bekannt. Dabei ist es vorteilhaft, die durch die Antikorperbindung 
gewonnenen Zellen durch Vereinzelnung (limitierende VerdQnnnungen) in 




geeigneten Medien nach an sich bekannten Methoden zu klonieren, um stabile 
' reliraone zu 'gevvinrten and" Qber" Antik6rperbindungrt)eispielsweise- mit Hllfe-von 
quantitativen ELISA, nach an sIch bekannten Methoden solche Zellklone mit Hilfe der 
Antlkorper zu identifizieren und auszuwahlen, die eine geelgnete Menge an 
tumorassozliertem MUC1 sezemieren, tragen oder tragen und sezemieren (siehe 
Beispiel 5. Ein Tell des Herstellungsverfahren ist dabel In bevorzugter Welse ein 
quantitatlver Sandwich-ELISA der welter unten im Detail eriautert wlrd (Testverfahren 
quantitatlver Sandwich-ELISA; siehe Beispiel 5). Eine alternative Methode, die auch 
ergdnzend zu venwenden Ist, ist eine quantitative Bestimmung der MUC1-posit!ven 
Zellen und der Menge an tumorassozliertem MUC1 MolekQIen auf den Zellen Qber 
eine FACS-Besti'mmung, die an sich dem Fachmann bekanrit Ist, mit Hilfe der 
ernndungsgemSBen Antlkorper, die das MUC1 Tumorantigen erkennen. 
Die Zellen oder Zelllinlen werden entweder selbst als tumorassozilerte MUC1 
MolekQIe In den erflndungsgemSHen Anwendungen venwendet oder es werden aus 
den Zellen nach oben beschriebenen erfindungsgemSBen Verfahren sezemierte 
Oder membranstandlge oder sezemierte und membrabstSndige Glykoprotelne, 
Glykopeptide, oder deren Fragmente gewonnen. Auch Zelllysate werden 
erfindungsgemali nach an sich bekannten Methoden, beispielsweise durch 
abwechselndes Frieren mit flOssigem Stickstoff und Tauen hergestellt. 
Ein weiteres Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemaiien Zellen oder Zelllinlen 
- enthSIt zusatzlich zu den oben beschriebenen Verfahren eine Transformtibn von 
Zellen mit rekombinantem MUC1. Hierzu werden geelgnete Zellen oder Zelllinlen 
ausgewahit und entweder die Expression des MUC1 erhSht, neue Fomnen des 
MUC1 exprimiert oder MUC1 de novo exprlmiert mit dem Ziel tumorassozilerte 
MUC1 MolekQIe zu bekommen beziehungsweise Zellen zu gewinnen die mehr oder 
verbesserte tumorassozilerte MUC1 MolekQIe tragen oder sezemieren. Hierzu wird 
das MUC1 Gen oder Teile davon. Bevorzugt umfasst das MUC-1 Gen eine DNA 
Sequenz ausgewahit aus der Gruppe von bei NCBI hinterlegten Sequenzen 
bestehend aus: HInterlegungsnummer NM 002456, XM 053256, AF1 25525, 
AF348143, S81781, X80761, X69118, J05582 und M21868. Bevorzugt sind solche 
Teile des MUC-1 Gens, die verkQrzte Verslonen, die ein oder mehrere Tandem 
Repeats enthalten, codieren in einen geeigneten Expresslonsvektor nach an sich 
bekannten Methoden kloniert und In die Zellen eingebracht, beispielsweise durch 
Elektroporation. Selektion der transfomnierten Zellen erfolgt nach an sich bekannten 




Methoden beispielsweise Qber Selektion mit geeigneten Antibiotlka deren 
Resistenzen auf dem rekombinant eingebrachten genetischen Material mit codiert ist 
(siehe Beispiel 5). Stabil transformierte Zellen warden bevorzugt, wie oben 
beschrieben, kloniert, beispielsweise durch limitierende VerdOnnung vorzugsweise in 
Verbindung mit einer Anreicherung der tumorassoziierten MUC1 MolekQIe 
exprimlerenden Zellen beispielsweise durcli FACS Oder MACS (siehe Beispiel 5). 
In einem weiteren erfindungsgemalien Verfaliren werden tumorassoziierte MUC1 
Molekul positive Zellen oder Zelllinien durch Gentransfer sensitiv fUr die Behandlung 
von Zytostatika gemacht, beispielsweise durch die EinfQhrung des HSV-TK Gens, 
das dazu fuhrt, dass die Zellen sensitiv fUr eine Gancyclovir-Behandlung werden. 
Das Einbringen der Gene und die Selektion transfomnierter Zeilen erfolgt nach an 
sich bekannten Methoden. Die Gancyclovir-sensitiven Zellen werden 
erfindungsgemdH entweder von der Anwendung am Menschen oder nach 
Applikation am Menschen durch Gancyclovir abgetotet. Dieses Verfahren ertaubt die 
Kontrolle von im Menschen Applizferten lebenden Zellen oder Zelllinien in der 
Tumorbehandlung und wird altemativ oder erganzend zur Bestrahlung von Zellen zu 
diesem Zweck angewendet (siehe auch erfindungsgem^&e Verwendungen). 
In einem weiteren erfindungsgema&en Verfahren werden tumorassoziierte MUC1 
MolekQIe aus Geweben gewonnen, indem das tumorassoziierte MUC1 MolekQIe mit 
Hilfe der weiter oben beschrieben Techniken aus den Membranen der Zellen 
gewonnen wird. HIerzu wird das Gewebe nach an sIch bekannten Methoden 
aufgeschlossen um die membranstandlgen tumorassoziierten MUC1 MolekQIe 
zugSnglich zu machen, beispielsweise durch proteolytische oder mechanische 
Methoden. 

Die Verfahren werden in den Beispielen im Detail weiter eriSutert sind jedoch nicht 
auf diese beschrankt. 

Mit Hilfe der Herstellungsverfahren konnen tumorassoziierte MUG1 MolekQIe 
gewonnen werden, die nicht oder vermindert immunsuppressiv sind, und eine 
Immunantwort gegen das native Tumor-MUC1 und gegen Tumorzellen erzeugen. Im 
Beispiel 5 wird gezeigt, wie erfindungsgema&e tumorassoziierte MUC1 MolekQIe, 
nicht Oder vermindert immunsuppressiv wirken. Solche erfindungsgema&e 
tumorassoziierte MUC1 MolekQIe sind immunogen und konnen eine Anti-Tumor 




Immunantwort erzeugen. 

Ein Teli ae HerelSlliihgsverfah'rfen Tst dabeir'bevo'izugtenweise'eifT'quaritl^^ 
SandwIch-ELISA. bei dem ein isintl-MUCI Antik5rper ImrHoblllslert wird, Zellen oder 
gewonnenes MUC1 aus Oberstanden oder MembranprSparationen in geeigneten 
VerdQnnungen aufgetragen und durch einen zweiten anti-MUC1 AntilcOrper 
nacligewiesen wIrd. Mindestens ein Antil<orper ist dabei gegen das 
erfindungsgemade tumorassoziierte MUC1 MolekQl gerichtet. Der zweite AntiicOrper 
ist bevorzugt gegen ein Epitop auf IVIUCI gericlitet, das niclit in der PDTR-Region 
liegt Oder gegen ein Kolilenliydratepltop, beispielsweise Tliomsen-Friedenreicii 
Antigen. Dieser quantitative Sandwich-ELISA ist ein erfindungsgemaiies 
Testverfahren fQr die Hersteilung von tumorassoziierten MUC1 MolelcQlen, 
einschlieBlich von Zellen, sowie ein ErfindungsgemaiSes Testverfahren fQr die 
Diagnostilc. 

Antilcdrper gegen MUC1 werden zum Tell bereits in der Diagnostilc eingesetzt und zur 
Behandiung von Tumoren in der Klinllc erprobt. Allerdings erl<ennen die l\4UC1- 
spezifischen Antikdrper unterschiedliche Epitope auf MUC1, das eine Vielzahl 
unterschiedlicher Epitope aulweist und au&erdem, wie oben besclirieben, kein genau 
strukturell deflniertes MolekQl sondern eIne heterogene Mischung von MolekQIen ist, 
das sich vom Tumor zum Nonmalgewebe unterscheidet, beispielsweise in der- 
Glykosyllerung. So wird zur Zeit beispielsweise der HMFG-1 in der Klinik geprOft, der 
nicht das erTindungsgemaRe MUC1 Tumorepitop erkenrit. 

Die Erfindung zelgt welclie AntikSrper aufgnjnd der BIndungseigenscliaften fUr die 
Behandiung von Tumoren von Vorteil sind. Damit ermSglicht die Erfindung eine 
Auswahl von besser geeigneten AntikSrpem fur die Tumorbehandlung in Fomri eines 
Screening Verfahrens (Screening-Assay): Die Erfindung liefert ein Verfaiiren zur 
BestimiTiung der Elgnung von Antik&rpem fOr die Behandiung von Tumoren und zur 
Diagnostik und zur Erkennung des erfindungsgemSBen Tumorepitops. Dieses 
Verfahren umfasst eine Kombination von biochemischen Tests, die in den Belspielen 
1 und 2 und bevoizugt auch 3 beschrieben sind. Antikdrper, die die definierten 
Bindungseigenschaften der Gruppe 1 oder des Beispiels 4 in dem Verfahren 
aufweisen, sind im Sinne der Erfindung geeignet, wie zuvor beschrieben wurde. Mil 
Hilfe dieses Verfahrens werden auch AntikOrper fQr die Eignung zur Bestimmung des 
erfindungsgem§llen M\JC^ Tumorepitops und zur Charakterisierung, Isolierung und 
Gewinnung von erfindungsgemalien tumorassoziierten IVIUCI MolekQIen 




charakterisiert und gewonnen. 

Die Erfindung liefert dardber hinaus ein Verfahren zur Hersteliung von besonders 
geeigneten monoklonalen Antikdrpem zur Therapie und Diagnose von 
Tumorerlcranlcungen, da dlese im Verglelch zu bisher getesteten AntilcOrpem elnen 
besonders starken additiven EffeM. aufweisen. Das erfindungsgem3&e Verfahren 
beinhaltet die Immunisierung von Tieren Oder Menschen mit MUC1 Material in Form 
von MolelcQlen, Zellen Oder Zelllysaten, das mit den erfindungsgemSden Verfahren 
gewonnen wurde. Die Hersteliung und Charakterisierung der Antikorper erfolgt dabel 
nach an sich bekannten Metiioden unter ElnschluB von mindestens einem der oben 
beschriebenen Testsysteme. Die SpezifitSt der Antikdrper wird dabei auf besonders 
hohe additive Effekte getestet. 

VorteilhaftenA^eise ermdglichen die erfindungsgema&en Verfahren die Hersteliung 
Oder Identifizierung von tumorassoziierten MUC-1 MolekQIen, die in der Lags sind im 
Menschen eine Immunantwort hervorzurufen, und somit eine geeignete 
Ausgangssubstanz fQr Impfstoffe gegen Tumore darstelien, die tumorassoziiertes 
MUC-1 produzieren. Die Hersteliung dieser MUC-1 MoiekQIe v\^rd erst durch die 
erfindungsgemaUen Verfahren ermdgiicht. Die Erfindung beruht, inter alia, auf der 
Oberraschenden Beobachtung, dass In MSusen hergestellte Antikorper gegen 
tumorassoziiertes MUC-1 , die die oben beschriebenen Eigenschaften aufweisen, In 
der Lage sind in der heterogenen Gruppe an tumorassozlierten-MUC-1 MolekQIen 
solche spezifisch zu binden, die im Menschen in der Lage sind eine Immunantwort 
auszulOsen, wie bel8piels\A«ise mit Hilfe von NOD-SCID Maus Versuchen gezeigt 
werden kann. Vorzugsweise zeichnen sich dlese MUC-1 MolekUle dadurch aus, dass 
sie eine erhdhte Anzahl an immunstimulatorisch wirkenden Epitopen und eine 
veningerte Anzahl Oder gar keine immunsuppressiven Epitope aufweisen. 

Die zuvor eIngefQhrten Definitionen der BegrifFe sind fQr die Begriffe in den 
nachfoigend beschriebenen Verfahren mutatis mutandis anwendbar. 

Weiterhin umfasst die voriiegende Erflndung ein Verfahren zur Identifizierung eines 
MUC-1 -MolekQIs, welches in der Lage ist eine Immunantwort im Menschen 
hervorzurufen, umfassend: 




a) in Kontakt bringen Gemisches von MUC-1-MolekQlen mit einem Antikdrper 
welcherdiefblgendenEigenschafterraulwelst- - 

i) Bindung an die immundominante Region des MUC1 Tandem 
Repeats; und 

ii) Bindung an ein MUC1 Fragment, welclies zwisciien 9 und 40 
Aminosauren lang ist und Sequenzen des ly^UCI Tandem Repeats 
und der immundominanten Region enthiSIt, wird durch 
Glykosylieaing des Threonins einer PDTR-Sequenz emrioglicht 
Oder eriidht; und 

iii) Bindung an niclnt-giykosylierte l\/IUC1 Tandem Repeats wird erii5lit, 
wenn die niclit glykosylierten MUC1 Tandem Repeats in Serie 
vorliegen; und 

iv) Bindung, an multiple glykosylierte l\^UC1 Tandem Repeats, die 
Glykosyiiemngen an den Threoninen mehrerer PDTR-Sequenzen 
der immundominanten Region tragen, ist gemdll eines addditiven 
Effektes aus LSnge und PDTR-Glykosyliemng gegenQber kurzen 
l\/IUC1 Fragmenten aus ii) erhShit 

fUr einen Zeitraum der ausreiciiend ist und unter Bedingungen die geeignet 
sind, damit sicii ein Immunkomplex ausbiidet; und 

b) identifizieruhg des Immunkompiexes. 

Unter dem Begriff "Identifizieren" sind im Rahmen der Erfindung alle l\/lalinalimen zu 
verstehen, durch die ein immunkomplex nachgewlesen werden kann. Geeignete 
Methoden sind im Stand der Technik bekannt und umfassen beispielsweise ELISA, 
MACS. RIA, Westembiot, immuncytochemie, Immunhlstologie oder FACS Verfahren. 
Geeignete Verfahren werden auch nachfolgend noch genauer beschrieben. 

In einer bevorzugten AusfUhrungsform umfassen die erflndungsgemdllen Verfahren, 
welteriiin mindestens einen derfolgenden Schritte: 

1) Gewlnnung des MUC-1-MolekOls Oder des Gemisches davon in Schritt (a) des 
erfindungsgemdHen Verfahrens aus Tumorgewebe, Tumorzeilen und/oder 
K6rperflQssigkeiten die tumorassoziierte MUC1 ly/lolekQie enthalten, welche(s) 
zuvor isoliert wurde(n); 




2) Gewinnung des MUC-1-MolekQl8 Oder des Gemisches davon in Schritt (a) des 
erfindungsgemal&en Verfahrens Zellen oder Zelliinien, die tumorassoziierte 
MUC-1 MolekQIe oder Gemische davon exprimieren und/oder sezemieren; 

3) Gewinnung des l\/lU01-MolekQls oder des Gemisches davon in Scliritt (a) des 
erfindungsgemalien Verfahrens aus rekombinanten Zellen oder Zelllinien, die 
zuvor gentechnisch so verandert warden, dass sie tumorassoziierte MUC-1. 
MolekQIe oder Gemische davon exprimieren und/oder sezemieren; 

4) Gewinnung des MU01-MolekQls oder des Gemisches davon in Schritt (a) des 
erfindungsgemdi&en Verfahrens aus Zelllysaten und/oder dem ZellQberstand 
von Tumorgeweben, Tumorzellen und/oder KOrperflQssigkeiten wie unter (1 ) 
beschrieben oder aus Zellen oder Zelllinien wie unter (2) und (3) beschrieben, 
die tumorassoziiertes MUC1 enthalten. 

Geeignete Tumorgewebe oder Tumorzellen kdnnen aus Tumorpatienten oder 
Personen ohne Tumor gewonnen werden, wobei im letzten Fall eine weitere 
Behandlung, wie andemorts beschrieben, durch beispielsweise partielle 
Deglykosylierung vor der Affinltatsreiniung notwendig sein kann. 
Eine bevorzugte Form der Erfindung sind tumorassoaierte MUC1 MolekQIe in der 
Form von Glykoproteinen und Glykopeptiden, die aus dem Oberstand von Zellen 
gewonnen werden, die tumorassoziierte MUG1 MolekQIe in groder Menge 
sezemieren. In dem bevorzugten erfindungsgemalien Verfahren wurde eine 
Subzellinie der Mammakarzinom Zelllinie ZR-75-1 mit Hilfe von ELISA Techniken, 
FACS-/Vnalysen und immunzytochemischen Tests als eine geeignete Zellline 
identifiziert und charakterisiert, die tumorassoziierte MUC1 MolekQIe auf der 
Oberfiache exprimieren und In den ZellkulturQberstand abgeben (sezemieren), siehe 
auch Beispiel 5. Da die Expressionsrate der einzelnen Zellen unterschiedlich ist 
wurde aus der Ausgangszelilinie durch limitlerende VerdQnnung Klone (Sublinien) 
hergestellt, die stabil erhdhte Mengen an tumorassoziierten MUC1 MolekQIen tragen 
und/ Oder sezemieren, siehe auch Beispiel 5. In einem weiteren bevorzugten 
erfindungsgemalien Verfahrenschritt wurde, um die Expression der sekretorischen 
tumorassoziierten MUC1 MolekQIe weiter zu erhohen, das MUC1 Gen oder Telle 
davon in einem im Beispiel 5 nSher beschriebenen Expressionsvektor und Verfahren 
in die Zelle integriert. Die Zellen wurden wieder durch limitierende VerdQnnungen in 
geeigneten KuKurmedien kloniert. Aus den entstandenen Sublinien wird aus dem 




Oberetand mit Hllfe einer Affinltatschromatographie an A76-A/C7 tumorassozilerte 
MUC.1--Molekaie -gewonnen,. jdle.. In. _erBnclungsgemSllen . .^eifehren. iQ. der 
Tumorbehandlung als Tumonnittel und In der Tumordlagnostik elngesetzl werden. 
In einem welteren bevorzugten Verfahren werden aus den gewonnenen 
tumorassozllerten MolekQIen, durch llmltlerte Pioteolyse mrt Clostripaln nach an sich 
bekannten Methoden Fragmente hergestellt. 

Das erfindungsgemaHe Verfahren zur Anwendung am Menschen beinhaltet 
geeignete pharmakologlsche Fomnulierungen. bevorzugt In Kombination mIt 
Adjuvantlen und/ oder costimulatorischen MolekQIen, wie belsplelsweise GM-CSF 
und bei kUrzeren MUC1 Glykopeptlden eine Kopplung an KLH. EIne hierbei 
bevotzugte Varlante 1st die Beladung von dendrltischen Zellen oder Zellen, die eine 
Immunstimulatorische Funktlon verglelchbar zu dendrltischen Zellen besitzen, mIt 
Zelllysaten oder die Fusion von Zellen, die das tumorassozlierte MUC-1-MolekQI 
tragen mIt dendrltischen Zellen nach an sich bekannten Verfahren und die 
Verabreichung von diesen Zellen, bevorzugt nach Bestrahlung, am Menschen nach 
an sich bekannten Methoden. Die Behandlung mIt beladenen dendritlschen Zellen 
und Glykopeptiden und/ oder Glykoproteinen wird vorzugswelse kombinlert, wobei 
spatere Boosteaingen bevorzugt mit den erfindungsgemaiien Glykopeptiden und / 
Oder Glykoproteinen In geeigneten erflndungsgemaBen phannakologischen 
Formullemngen, bevorzugt mit Adjuvantien oder costimulatorischen MolekDIen 
(belsplelsweise GM-CSF) durchgefOhrt werden. 

Die bevorzugte erfindungsgemafie Verwendung der Glykopeptide und Glykoproteine 
Oder mit Glykopeptiden und/ oder Glykoproteinen beladene dendritische Zellen ist zur 
Behandlung und Prophylaxe von MUC1 positiven Tumorerkrankungen, wie 
belsplelsweise Mammakarzlnome, Ovarlalkarzinome, Colonkarzlnome, 
Gastrolntestinalekarzlnome, Pankreaskarzlnome, Lungenkarzlnom, multiples 
Myelom, und dabel gegen Primartumoren, minlnrial reslduale Tumorerkrankungen, 
Metastasen und als adjuvants Behandlung. Bevorzugtenwelse werden die 
Glykopeptide und Glykoproteine oder mit Glykopeptiden und/ oder Glykoproteinen 
beladene dendritische Zellen nach an sich bekannten Methoden subcutan, 
intrademial, intrarectal, intranodal (Lymphknoten) oder systemlsch verabreicht. 
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Die vorllegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von Zellen, die 
ein i\/IU01-MolekQI umfasst welches in der Lage ist eine Immunantwort im 
Menschen hervorzumfen, umfassend: 

a) in Kontakt bringen eines Gemisclies von Zellen, die IVIUOl MolekQIe 
umfassen, mit einem Antil^drper welclier die folgenden Eigenscliaften 
aufweist: 

i) Bindung an die immundominante Region des l\/IUC1 Tandem 
Repeats; und 

ii) Bindung an ein MUC1 Fragment, welches zwischen 9 und 40 
Aminosauren lang Ist und Sequenzen des MUC1 Tandem Repeats 
und der immundominanten Region enthalt, wird durch 
Glykosylierung des Threonins einer PDTR-Sequenz ermOglicht Oder 
erhOht; und 

ill) Bindung an nicht-glykosylierte MUC1 Tandem Repeats wird erhoht, 
wenn die nicht glykosylierten MUC1 Tandem Repeats in Serie 
vorliegen; und 

iv) Bindung, an multiple glykosylierte MUC1 Tandem Repeats, die 
Giykosylierungen an den Threoninen mehrerer PDTR-Sequenzen 
der immundominanten Region tragen, ist gemall eines addditiven 
EITektes aus Lange und PDTR-Glykosyiierung gegenOber kurzen 
I\/1UC1 Fragmenten aus ii) erhoht 

fUr einen Zeitraum der ausreichend ist und unter Bedingungen die geeignet 

sind, damit sich ein Immunkomplex ausbildet; 

b) Isolierung der Zellen, die einen Immunkomplexes gebildet haben; und 

c) Bereitstellung der Zellen aus dem Immunkomplex. 



Der BegrifF "Zellen, die ein MUC-1-MolekDI umfasst, welches in der Lage ist eine 
Immunantwort im Menschen hervorzurufen" umfasst alle Zellen, die ein 
tumorassoziiertes MU01 MolekOI wie oben beschrieben produzieren. Solche Zellen 
sind vorzugsweise Zellen, die aus Tumorgewebe isoliert oder hergestellt werden 
kdnnen. Tumorzelllinlen, oder Zellen oder Zelllinien, die gentechnisch so verandert 
wurden, dass sie ein tumorassoziiertes MU01 MolekQI wie oben beschrieben 
produzieren. Die zuletzt genannten Zellen oder Zelllinien konnen durch im Stand der 
Technik bekannte Methoden hergestellt werden. Dies sind z.B. Verfahren, mit denen 




Fremd- DNA stabil Oder transient in die Zellen oder Zelllinien eingebracht werden 
i«inn: Weitere geeignete Verfahrenwerden audr naciifoigend-genauer besclirieben. 

Unter dem Begriff "Isollemng der Zellen" sind alle Malinahmen zur Separierung von 
Zellen zu veretehen, die durch die von Ihnen produzlerten tumorassozjierten MUC-1 
MolekQIe einen Immunkomplex mit Antik5rpem gebildet haben. Dem Fachmann sind 
diese Verfahren bekannt. Vorzugswelse wird hIerfDr die FACS oder die MACS 
Methods eingesetzt. Weitere geeignete Verfahren sind nachfolgend genauer 
beschrieben. 

Die zuvor elngefQlirten Definitionen der Begriffe sind fDr die Begriffe in den 
nachfolgend beschrie'benen Verfahren mutatis mutandis anwendbar. 

Weiterhin umfasst die vorllegende Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung von 
Zellen, die ein MUC-1 -MolekQI umfessen, welches In der Lage ist eine Immunantwort 
im Menschen hervorzurufen. umfassend: 

a) in Kontakt bringen eines Gemlsches von Zellen, die MUC-1 MolekQIe 
umfessen, mit einem Antikdrper, welcher die folgenden Eigenschaften 
..aufweist: .... .. r 

i) BIndung an die immundomlnante Region des MUC1 Tandem 
Repeats; und 

ii) Bindung an ein MUC1 Fragment, welches zwischen 9 und 40 
Aminosauren lang ist und Sequenzen des MUC1 Tandem Repeats 
und der immundomlnanten Region enthalt, wird durch 
Glykosyiierung des Threonins einer PDTR-Sequenz ermSgilcht oder 

* ertiaht; und 

Hi) Bindung an nicht-glykosylierte MUC1 Tandem Repeats wird erh5ht, 
wenn die nicht glykosylierten MUC1 Tandem Repeats in Serie 
vorllegen; und 

iv) Bindung, an multiple glykosylierte MUC1 Tandem Repeats, die 
Glykosylierungen an den Threonlnen mehrerer PDTR-Sequenzen 
der immundomlnanten Region tragen. Ist gemdH eines addditiven 
Effektes aus LSnge und RDTR-Glykosylierung gegenOber kurzen 
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MUC1 Fragmenten aus ii) erhdht 
fQr einen Zeitraum der ausreichend ist und unter Bedlngungen die geeignet 
sind, damit sich ein Immunkomplex ausbildet; und 
b) Identifizierung des Immunkomplexes. 



in einer iDevorzugten AusfQiirungsfbrm umfassen die erfindungsgema&en Veifaiiren, 
weiterhin mindestens einen derfolgenden Schritte: 

1) Gewinnung von Zelien, Zelliininien oder Subzelliinlen, die tumorassoziierte 
I^UC1 l^oiekQie tragen und/oder sezemleren, oder Gemlsche davon in Schritt 
(a) des erflndungsgemaHen Verfalirens aus Tumorgewebe oder Tumorzelien, 
die tumorassoziierte l\/IUG1 l\^oiekQie enthaiten, welche zuvor isoliert wurden, 
mit Oder ohne ansciiiieHender Zellklonierung; 

2) Gewinnung von Zeiien, Zelliininien oder Subzeliiinien, die tumorassoziierte 
MUC1 i\/lolekQle tragen und/oder sezemleren, oder Gemische davon in Sciiritt 
(a) des erfindungsgemallen Verfalirens aus Zelien oder Zelllinien die 
tumorassoziierte iVIUCI IS^olekQIe entlialten, mit oder ohne ansciilie&ender 
Zellklonierung; 

3) Gewinnung von Zelien, Zelliininien oder Subzeliiinien, die tumorassoziierte 
MUCi MolekQIe tragen und/oder sezemleren. oder Gemlsclie davon In Schritt 
(a) des erfindungsgemdi&en Verfahreris aus rekombinanten Zelien oder 
Zelllinien, die zuvor gentechnlsch so verandert wurden, dass sie 
tumorassoziierte MUC-1 MolekQIe oder Gemische davon exprimieren 
und/oder sezemleren, mit oder ohne anschliellender Zellklonierung; 

4) Gewinnung von Zelien, Zelliininien oder Subzeliiinien, die tumorassoziierte 
MUC1 Molekule tragen und/oder sezemleren, oder Gemische davon in Schritt 
(a) des erfindungsgemaUen Verfahrens, die gentechnlsch so verandert 
wurden, dass sie immunstimulatorische l\^olekQle tragen und/oder 
sezemleren. mit oder ohne anschliellender Zellklonierung); 

5) Gewinnung von Zelilysaten oder Gemische von Zeillysaten aus Zelien, 
Zelllinien oder Sub^lllinien wie unter (1) bis (4) beschrieben. die 
tumorassoziiertes MUC1 enthaiten. 




In einer weiterhin bevorzugten AusfOhrung der erfindungsgemsaen Verfahren ist der 
Antikorper-ausgewahlt-ist -aus- einer Grappe -umfassend -A7e-A/G7, VU-1-1 E2-, VU- 
11D1, BC4E549, VU-12E1, VU-3D1 und b-12. 

Besonders bevorzugt Ist der Antikdrper A76-A/C7 und rekomblnante Fonmen davon, 
wie nachfolgend noch genauer beschrieben wird. In einer weiteren AusfOhrungsform 
des erfindungsgemaden Verfahrens ist der Antikdrper VU-4H5. 
Der AntlkGrper A76-A/C7 erkennt das MUG1 Tumorepitop und weist einen besonders 
starken additlven Effekt auf. GegenQber dem in der klinischen Entwicklung 
beflndlichen HMFG-1 weiBt der A76-A/C7 erfindungsgeman eine Reihe von Vorteilen 
auf: Der A76-A/G7 erkennt das erflndungsgemaiie MUC1 Tumorepitop und wurde 
mit Hilfe einer desialinierten Bmstkrebszellllnie (T47D) als Immunogen hergesteilt 
DemgegenOber erkennt HMFG-1 nicht das erfindungsgemSBe MUC1 Tumorepitop 
und wurde mit Hilfe von MUC1 aus humaner Milch als Immunogen hergestellt (siehe 
auch Beispiele 1 bis 3). A76-A/C7 unterscheidet beispielsweise War normales 
Gewebe und gutartlge Adenome (negativ) von bSsartigen Kolontumoren wie 
Karzinomen in-situ. Karzinomen und Metastasen (starkt posltiv). wogegen HMFG-1 
diese Ware Unterscheidung nicht aulweist. A76-A/C7 ist ein guter Serummarker fDr 
die Tumordiagnose wahrend HMFG-1 nicht in dem MaB als Serum-Tumonmarker 
geeignet ist. Aulierdem ist die Affinltat des A76-A/C7 um ein Vielfaches hSher als 
HMFG-1. Daher ist der A76-A/C7 im Vergleich zu dem in der klinischen Entwicklung 
beflndlichen HMFG-1 eine deutliche Verbesserung fUr erflndungsgemaiie 
Anwendungen ist. 

Die Erfindung betriffl auch ein Verfahren zur Herstellung eines Antikdrpers 
umfassend: 

(a) DurchfOhrung der Schrltte des Verfahrens nach einem der AnsprOche 1 bis 7; 

(b) Einbringen des MUC-1 MolekQIs, der Zelle oder der Zelllysate in ein Tier; und 

(c) Bereltstellen eines Antikorpers, der das MUC-1 MolekQI spezifisch erkennt und 
der einen besonders starken additiven Effekt zeigt 

In diesem Kontext ist der Ausdruck „besonders starker additiver Effekt" als solcher 
zu verstehen, dass die Erhohung der Bindung des Antikdrpers gegenQber multiplen 
PDTR-glykosylierten Tandem Repeats wie unter 4) beschrieben, im Vergleich zu 
kurzen PDTR-glykosylierten MUC1 Peptiden. wie unter 2) beschrieben. und beide 
Im Vergleich zu nicht PDTR-glykosylierten kurzen MUC1 Peptiden starker ist als die 




Erhdhungen der Bindung der Antikdrper A76-A/C7, VU-11E2, VU-11D1, BC4E549, 
VU-12E1, VU-3D1 und b-12 (oder vergleichbar zu den stSrksten Erhdhungen 
dieser Antikdrper ist). 

Die Definittonen der Begriffe, die zuvor gemacht wurden, treffen mutatis mutandis auf 

diese und die nachfolgenden AusfQhrungsfomnen zu. 

Unter dem BegrifF "Antikorpem" versteht man erfindungsgem3&: 

- murine, chimare, humanisierte, humane Antikdrper 

- ganze Antikdrper verscliiedener Isotypen oder Antikdrperfragmente, 
beispielsweise single-chain Antikdrperfragmente (ScFv), Fab Fragmente, 
multivalente Antikdrperfragmente (beispielsweise dia-. tria-. tetrabodies). oder 
Antikdrperfragmente anderer Formate, auch solche, die als Fusionsproteine 
mit andere Peptiden oder Proteinstrukturen gekoppelt venwendet werden. 

- Antikdrper oder Antikdrperfragmente, die neben der erfindungsgemdi&en 
Sp^ifftat fDr MUC1 nocli eine oder mehrere weitere Spezifi^ten besitzen, 
beispielsweise bispezifisclie Antikdrper. 

- l\4olekQle die streng genommen keine Antikdrper sind, jedoch identische 
Bindungseigenschaften, wie die erfindungsgemaUen Antikdrper, die das 
IVIUCI Tumorepitop tragen, aufweisen, und / oder Teile von Antikdrpern, 
beispielsweise CDR-Regionen oder Teile davon tragen, wie beispielsweise 
Affibodies oder andere Trdgerstrukturen, die BindungsdomSnen zur 
spezifischen Bindung tragen. 

Die Bereitstellung dieser Antikdrper erfolgt nach an sich bekannten Techniken. Die 
Antikdrper kdnnen als polyklonale Antikdrper direkt aus dem Serum der Tiere 
gewonnen werden oder durch die bekannten Verfahren zur Herstellung monoklonaler 
Antikdrper als solche bereitgesteilt werden (Beispiel 6). 

Die durch das erfindungsgerndfte Verfahren hergestellten Antikdrper kdnnen 
vorteilhafterwelse gegen das MUC1 Tumorepitop zur Behandlung von 
Tumorerkrankungen venvendet werden. Diese Antikdrper kdnnen in der 
erfindungsgemafien Behandlung oder Prophylaxe von Tumorerkrankungen direkt 
eingesetzt werden oder mit Effektorstrukturen gekoppelt werden. Unter 
Effektorstrukturen verstelit man erfindungsgemdl^ solche chemischen oder 
biochemischen Verblndnungen, MolekOle oder Atome, die direkt oder indirekt eine 
Abtdtung oder Schadigung, einschiielllich beispielsweise Wachstumsveriangsamung 
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oderWachstumslnhlbltlon von Tumorzellen bewirken. Hierzu gehoren beispielsweise: 
-Radloisotoper-Toxlne;-Gytostatlka-und.andeis.EffektormotekQlej^^^^^ 
.Cytokine und Chemoklne oder andere Stmkturen. die selbst Effektoren darstellen 
Oder an die EffektormoIekQIe gekoppelt werden. beipielswelse mit Toxinen oder 
Cytostatika beladene Liposomen. die MUCI-AntikSrper tragen. Belm letzteren 
Beispiel sind gerade auch solche Effektorstrukturen gemeint, die neben dem MUC1- 
AntikSrper fur die Tumorspezifitat auch solche MolekOle tragen. die fOr eine 
Aufnahme der Effektorstrukturen oder Teile davon in die Zellen verantwortllch sind, 
wie beispielsweise Antikorper gegen Rezeptoren. die eIne Rezeptor-vermittelte 
Endozytose bewirken und damit die MUC1 vermittelte Aufnahme verbessem. Die 
Verbindung der Antikorper mit den Effektorstrukturen erfolgt nach an sich bekannten- 
Melhoden. Die Kopplungen kOnnen dabel beispielsweise direkt durch kovalente oder 
nicht-kovalente Beladung erfolgen. durch chemische Kopplung. wobel ein 
zusatzllches chemisches oder blologlsches MolekQI notwendig sein kann. 
beispielsweise ein Chelator oder eIn Linker, oder in Form von Fuslonsprotelnen oder 
- peptiden durch Fusion. 

Eingesetzt werden die Antikdrper bel der Behandlung von Tumorerkrankungen mit 
MUC1 tragenden Tumorzellen oder zyr Prophyiaxe. die beispielsweise die 
Ausblldung von primaren Tumoren oder Metastasen vertiindert. Bevorzugtes Ziel ist 
dabel die Behandlung der minlmaien resldualen Erkrankung und von Metastasen. 
• Die erfirtdungsgemaiien Antikorper werden dabei In einer geeigneten Formulierung 
einmallg oder wiederholt in geeigneten zeltllchen Abstanden und Dosen verabrelcht. 
EIne bevorzugte Form sind radioaktiv marklerte AntikOrper. Eine weitere bevorzugte 
Forni sind radioaktiv marklerte Dia- Tria-. Tetrabodles.. Weitere bevorzugte Fomnen 
sind radioaktiv marklerte single chain AntlkSrperfragmente und chlmSre AntikSrper. 
Die Erfindung Ist jedoch nfcht auf diese Antlkdrper. die radioaktive Marklerung und 
diese Formate der Antikorper beschrankt. 

In dem erfindungsgemafien Veri=ahr«n zur Tumordiagnostik und Prognose werden 
MUCI-speziflsche Antlkdrper, die das erfindungsgemaBe Tumorepitop erkennen. in 
an sich bekannten Verfahren eingesetzt um MUC1 im Semm oder in 
Gewebspraparaten nachzuweisen. Dabei werden erfindungsgemaii freles MUC1. in 
Immunkomplexen vorliegendes MUC1 und auf Zeiien gebundenes MUC1 
nachgewiesen und das Vorhandensein des tumorassoziierten MUC1 MolekQie 
qualitativ. quantltativ und/ oder in relativen Quantitaten nach an sich bekannten 




Methoden bestimmt. Die gleichen Verfahren werden erfindungsgemdB auch zur 
Verlaufskontrolle von Tunriorerkrankungen und zur Kontrolle von 
BehandlungsveriSufen eingesetzt. Die in den Verfaliren venvendeten l\4ethoden sind 
an sicli bekannt, beispfelsweise ELISA, Westem-Blot, FACS (Fiuoreszenaicdviertes 
Cellsorting), MACS (magnet vennittelte Zellsortlemng), ADCC (Antilcarpervemriittelte 
ZellzytotoxizitSt), CDC (Komplement vemnlttelte Zytoto}dcit3t), Immuncytocliemie und 
Immunhistochemie. Ein Beispiel hierfOr ist der welter unten beschrieben 
erfindungsgemSfle Sand\Anch-ELISA mit den dort beschriebenen Antil<drpem und in 
den Beispielen besciiriebene i\/lethoden. In einem bevorzugten Verfahren werden 
dabei vergleicliend Antikdrper venvendet, die das erfindungsgemafie Tumorepitop 
erkennen. mit solchen Antik3rpem, die das Tumorepitop nicht erkennen, um eine 
bessere Differenzierung und EinsciiStzung zu erreichen. Dies dient der Diagnose von 
MUC1-positiven Tumoren, des Monitorings des Verlaufe der Tumorerkrankung und 
der Prognose. Die Bindung der Antikdrper bestimmt ebenfalls den Anteil an 
immunsuppressivem l\^UC1, da MUC1. das von Antik&rpem gegen das 
erfindungsgemdfie Tumorepitop gebunden wird, keine Oder eine verringerte 
Immunsuppressivitat aufweist und das Immunsystem in geeigneten Formulierungen 
spezifisch gegen Tumor-MUCI aktivieren kann. 

In einem erfindungsgemSfien Verfahren werden die Antikdper, die das 
erfindungsgemaHe Tumorepitop und solche, die durch das erfindungsgemaile 
Verfahren hergestelit warden, erkennen, zu einer in vivo Diagnostik verwendet. 
HierfQr werden die Antikdrper mit geeigneten an sich bekannten Verfahren markiert 
und somit fur an sich bekannte bildgebende Verfahren am Menschen zugSnglich 
gemacht, beispielsweise Radioimmunodiagnostik, PET-Scan Verfahren Oder 
immunofluoreszenzendoskopie, beispielweise durch Kopplung und/ oder Beladung 
mit entsprechenden ly/lolekQIen, beispielsweise radioaktiven isotope, beispielsweise 
das Indium, oder Fluoreszenzfarbstoffe beispielsweise dem Cy3, Cy2, C^ oder 
FITC. 



Die voriiegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Hersteliung eines 
Arzneimittels umfassend die Schritte der erfindungsgemSHen Verfahren und 
weiterhin umfassend den Schritt der Fomfiuiierung des MUC-1-MolekQis, der Zelle, 
der Zeiilysate oder des Antikdrpers in pharmazeutisch verbrSglicher Form. 



Unter dem Begriff "Aizneimittel" sind erflndungsgemaB Stoffe und Zubereltungen aus 
Stbffe'n' deflnlert; die dazu -bestlmmt- -sfnd-- durcli Anwendung- am- oder- im 
menschllchen KSrper Krankheiten, Leiden, KSrperschaden oder krankhatte 
Beschwerden zu heilen, zu llndem oder zu verhDten. WShrend des 
erfindungsgemaBen Herstellungsverfahrens kdnnen den mlt den erfindungsgemaBen 
Verfahren identlfizierten Verblndungen medizlnische und/oder pharmazeutisch- 
technische Hllfsstoffe zugesetzt werden. Medizinische HHfsstoffe sind 
erflndungsgemaB solche Stoffe, die zur Produktion (als aktive Ingredienzlen) von 
Arznelmitteln in einem erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt werden. 
Phannazeutisch-technische Hllfsstoffe dienen ledigllch der geeigneten Fomnuliemng 
des Arznelmlttels und kSnnen soger, sofem sle nur wShrend des Verfahrens benotigt 
weiden, anschlieBend entfemt werden oder kOnnen als phamiazeutisch vertrSgliche 
TrSger Teil des Arzneimrttels seln. Beisplele fDr pharmazeutisch vertragliche Trager 
sind naclistehend aufgefQhrt. 

Die Arznelmlttelfonnuliening erfolgt gegebenenfalls in Kombination mit eInem 
phannazeutisch vertriglichen TrSger und/oder Verdannungsmrttel. 
Beisplele fQr geeignete phannazeutisch vertragliche Trager sind dem Fachmann 
bekannt und umfassen Phosphat-gepufferte Kochsalz!6sungen, Wasser, Emulslonen 
wie Z.B. Ol/Wasser-Emulslonen, verschledene Arten von Detergenzien, sterile 
L5sungen, etc. Arzneimlttel, die solche Trager umfassen, konnen mittels bekannter 
' konventioneller Methoden fomiuliert werden. Diese Arzneimlttel kSnnen einem 
Indivlduum In einer geeigneten Dosis verabreicht werden, z.B. in einem Bereich von 
Ipg bis 100 mg pro Tag und Patient. Die Verabreichung kann auf verschiedenen 
Wegen erfblgen, z.B. direkt auf der Haut, intraven5s, Intraperitoneal, subkutan, 
intramuskuiar. lokal oder intradermal. Die Verabreichung von Nucleinsauren kann 
auch In Form von Gen-Therapie geschehen. Die Art der Dosiemng wind vom 
behandelnden Arzt entsprechend den kllnischen Faktoren bestimmt. Es ist dem 
Fachmann bekannt daB die Art der Dosiemng von verschiedenen Faktoren 
abhangig ist, wie z.B. der GrSBe, der K6rperoberfiache, dem Alter, dem Geschlecht 
Oder der allgemeinen Gesundheit des Patienten, aber auch von dem speziellen 
Mlttel, welches verabreicht wird, der Dauer und Art der Verabreichung und von 
anderen Medlkamenten. die mSglichenveise parallel verabreicht werden. 
Elne erfindungsgemaBes Tumomnittel umfassen eine phamnakologische Substanz, 
die ein oder mehrere erfindungsgemaBe tumorassoziierte MUC1 MolekOle, Zellen, 
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die diese umfassen oder aus diesen Zellen hergestellte Zelllysate in einer geeigneten 
Ldsung oder Verabreichungsform entlidlt. Diese kdnnen entweder alleine oder in 
Kombinatlon mit einem oder mehreren Adjuvantien oder einem anderen geeigneten 
Staff zur Wlrkungsverstarkung verabreicht werden. Als bevorzugte Adjuvantien 
werden QS-21, GPI-0100 oder andere Saponine, Wasser-Ol Emulsionen wie 
beisplelswelse Montanide Adjuvantien, Polylysin, Polyarginlnverbidnungen, DNA- 
Verbindungen wie beispielsweise CpG, Detox, Bakterielle Vakzinen wie 
beispielsweise Thyphusvakzine oder BCG-Vakzinen verwendet und in einer 
entsprechend geeigneten Weise nach an sich bekannten i\/1ethoden mit den 
erfindungsgema&en tumorassoziierte l\4UC1 l\/lolel<Qle und/ oder Antil<5rper gemisclit. 
Die Herstellung der Tumormittel erfolgt nach an sicli bel^annten IVlethoden. 
Erfindungsgemdll ist ein Tumormittel auch eine Kombinatlon von 2 oder mehreren 
der erfindungsgem3lien Tumormittel, sowie eine Kombination mit anderen 
Tumorvakzinen oder Tumorbehandlungen. wie beispielsweise Antikdrpertherapien, 
Chemotherapien oder Radiotherapien die auf eine geeignete Weise zeitlich 
gemeinsam oder getrennt verabreicht beziehungsweise angewandt werden. 
Herstellung der Tumormittel erfolgt nach an sich bekannten Methoden. 
Die erfindungsgemaUe Verwendung der Tumormittel Ist zur Behandlung von MUC1 
positiven Tumorerkrankungen, wie beispielsweise Mammakarzinome, 
Ovarialkarzinome, Colon karzinome, Gastrointestinalekaizinome, 

Pankreaskarzinome, Lungenkarzinom, multiples Myelom. Die Behandlung geht * 
beispielsweise gegen Primdrtumoren, minimal residuale Tumorerkrankungen, 
Metastasen auch als adjuvante Behandlung. Die erfindungsgemSfie VenA^endung der 
Tumomnltel ist ebenfalls zur Prophylaxe von MUC1 positiven Tumorerkrankungen. 
Die prophlaktische Anwendung zielt beispielsweise auf eine Prophylaxe des Tumors 
sowie von Metastasen. Die Tumomnittei werden In einer geeigneten Form nach an 
sich bekannten Methoden verabreicht. Eine beyorzugte Variante ist die Injektion 
beziehungsweise Verabrelchung der Tumorvakzlne subcutan, intradermal, 
systemisch intravends, intraperitoneal, intrarectal, lokal in Korperkavitaten, wie 
beispielsweise dem Peritoneum, oder lokal direkt in Organe oder Lymphknoten. 
Verabreichungsarten kSnnen bevorzugterweise auch kombiniert werden, wobei sie 
an verschiedenen Behandlungstagen der an einem Behandlungstag verabreicht 
werden konnen. Dabei konnen erfindungsgemSli auch 2 oder mehrere der 
erfindungsgemdHen Tumormittel kombiniert werden oder eine oder mehrere 



erfindungsgemSBe Tumormittel mit ©In oder mehreren Tumormittel oder 
TUmofb'ehandlangen. wie~belspielsweise- AnfkSrpertherapienr Chemotheraplen oder 
Radiotherapien die zeltllch gemeinsam oder getrennt verabreicht badehungsweise 
angewandt werden. 

Das erfindungsgemaHe Verfahren umfasst auch die Herstellung eines Tumormlttels, 
das eine Zellvakzlne enthait, die durch die Beladung von dendrltischen Zellen nach 
an sich beicannten Methoden mit den erfindungsgemSlien tunrarassozilerten MUC1 
l^olelcQlen und gegebenenfalls anschiieaende Reifung der Zellen erh3ltlich 1st. Die 
so gewonnene Zellvalczine kahn nach an sicli bekannten Methoden verabreicht 
werden. Beispielsweise werden unreife dendritische Zellen mit tumorassozrierten 
MUC1 MolekQIen nach an sIch bekannten Methoden versetzt. Die dendrltischen 
Zellen nehmen die tumorassoziierten MUC1 MolekQIe auf, prozessieren sie und 
prSsentieren Fragmente davon auf ihrer Oberflache im Kontext mit MHC MolekQIen 
und costimulatorischen MolekQIen. Nach einer weiteren Reifung nach an sIch 
bekannten Methoden werden die Zellen in einer geeigneten Formulierung am 
Menschen angewandt. Ein weiteres Beispiel ist die Beladung der reifen dendritischen 
Zellen nach an sich bekannten Methoden des nPulsing". Bei den dendritischen Zellen 
handeit es sich urn autologe, allogene oder semlallogene dendritische Zellen 
beziehungsweise deren Voriauferzellen oder Zellen aus Zelllinien, die die 
funktionellen Eigenschaften von dendritischen Zeilen besitzen, die ex vivo^ nach an 
sich bekannten Methoden entsprechend geelgnete Behandlung zur Entwicklung und 
Reifung bekommen. Die Herstellung dieser Tumon/akzinen mit geeigneten erfolgt 
nach an sich bekannten Methoden. ErfindungsgemaB besteht eine weitere Variante 
der Tumormittel in einer T Zell Therapie, bel der T Zellen, die geelgnete 
erfindungsgemaiie tumorassozilerte MUC1 MolekUle, einschlielllich Fragmente 
derer, oder prozessierter Derivate, die solchen die durch die Prozessierung und 
Prasentation in vivo entsprechen, Im Kontext mit MHC Klasse MolekQIen und 
costimulatorischen MolekQIen eri<ennen und bei der Prasentation Qber eine 
geelgnete Antigenprasentierende Zellen aktiviert werden. Die Herstellung solcher T 
Zell Therapien erfolgt nach an sich bekannten Methoden. 

In einer besondens bevorzugten AusfOhrungsform des erfindungsgemSBen 
Verfahrens werden Zelllysate von Zellen, die fQr tumorassozilerte MUC1 MolekQIe 
auf den Zellen angereichert wurden, hengestelit und in den hier beschriebenen 




Anwendungen in der Tumorbehandlung und -prophylax© eingesetzt.. Die 
erfindungsgemaiien Verfahren zur Anwendung am Menschen beinhaltet geeignete 
pharmakologlsche Formuliemngen, bevorzugt In Komblnation mit Adjuvantien und/ 
Oder costlmulatorischen MolekQIen. wie beispielsweise GM-CSF. EIne hierbel 
bevorzugte Variante ist die Beladung von dendritisclien Zellen oder Zellen, die eine 
immunstimulatorisclie Funlction wie dendritisclie Zellen besitzen, mit Zelllysaten und 
die Verabreichung von diesen Zellen, bevorzugt naoh Bestrahlung. am Menschen 
nach an sich bekannten Methoden. Die Behandlung mit beladenen dendritischen 
Zellen und Zelliysaten vArd vorzugsweise kombiniert, wobei spdtere Boostervingen 
bevorzugt mit Zelllysaten in geeigneten erfindungsgem3Ken pharmakologischen 
Formuliemngen, bevorzugt mit Adjuvantien oder costimulatorisdien MolekQIen 
(beispielsweise GM-CSF) durchgefQhrt werden. 

Die bevorzugte erfindungsgemdlle Venvendung der Zelllysate oder mit Zelllysaten 
beladene dendritlsche Zellen Ist zur Behandlung und Prophylaxe von MUC1 
positiven Tumorerkrankungen, wie beispielsweise Mammakarzinome, 
Ovarialkarzinome, Colonkarzinome, Gastrointestinalekarzlnome, 

Pankreaskarzinome, Lungenkaizinom, multiples Myelom, und dabei gegen 
Primartumoren, minimal residuale Tumorerkrankungen, Metastasen und als 
adjuvante Behandlung. Bevorzugterweise werden die Zelllysate oder mit Zelllysaten 
beladene dendritlsche Zellen nach an sich bekannten Methoden subcutan, 
intradennal, intrarectal, intranodal (Lymphknoten) oder systemisch verabreicht 



Die zuvor eingefQhrten Definitionen der Begriffe sind fUr die Begriffe in den 
nachfolgend beschriebenen AusfQhrungsfomien mutatis mutandis anwendbar. 

Die voriiegende Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines 
Diagnostikums umfassend die Schritte der ©rfindungsgemaBen Verfahren und 
weiterhin umfassend den Schritt der Formulierung des MUC-1-MolekQls, der Zelle, 
der Zelllysate oder des Antikdrpers in eine diagnostisch venwendbare Fomn. 
Unter dem Begriff "Diagnostikum" sind erfindungsgem§R Stoffe und Zubereitungen 
aus Stoffen definiert, die dazu bestimmt sind, durch Anwendung am oder im 
menschlichen K6rper oder Teilen davon Krankheiten, Leiden, Kbrperschaden oder 
krankhafte Beschwerden zu erkennen. Als Teile des menschlichen Korpers sind 



vozugsweise KSrperfltlsslgkelten, wie Blut. Lymphe, Urin, SplnalflQssigkelt oder 

-SpermaroderGewebeblopslen-zuverslehen.- - - 

Die Formulierung des Diagnostikums umfasst vorzugswelse die Modifikatlon der 
hergestellten MUC-1 MoIekQIe mit Substanzen, die einen Nachwels des MolekQIs 
eriauben. Geelgnete Substanzen slnd Im Stand der Technik bekannt Ausgehend 
von der Wahl der Substanz 1st der Fachmann In der Lage geelgnete Malinahmen zur 
Fonnullerung des Diagnostikums einzusetzten. 

FOr die DIagnostik kdnnen erfindungsgemSB auch Substanzen nacli an sich 
bekannten Methoden an die tumorassozilerten MUC1 MoiekOle gekoppelt werden, 
die einen Nachweis der MUC1-spezifischen Antik6rper erieichtem, belsplelsweise 
durch Biotlnyllerung der tumorassoziierten MUC1 l\/loiekQle und anschlielienden 
Immobillsierung auf ELISA Platten. 

In einem weiteren erfindungsgemaiien Verfahren zur Tumordiagnostik und Prognose 
werden erfindungsgemaiie tumorassoziierte IVIUC1 ly/ioiekOIe verwendet. die das 
Tumorepltop tragen. zur Bestimmung von MUC1 AntlkSrpem im Serum von 
Menschen, die das Tumorepitop erkennen. In einem bevorzugten Verfahiren werden 
dabei vergleichend solche MUC1 IVIolekQIe oder Fragmente davon venwendet, die 
das erflndungsgemalie Tumorepitop tragen, mIt solclien AntikSrpem. die das 
Tumorepitop nicht tragen, urn eine bessere Dlfferenzierung und EInschatzung zu 
en-eichen. Dabei werden erfindungsgemaii frele AntikSrper und in Immunkompiexen 
vorliegende Antikdrper nacligewiesen und ihre Spezifitaten gegenQber- dem 
ernndungsgemSBen MUC1 Tumorepitop und bevorzugt anderen Epitopen auf dem 
iy/IUC1, eInschiieBlich Kohlenhydratantlgenen qualitativ, quantitativ und/ oder in 
relatlven Quantitaten nach an sicli bekannten Methoden bestlmmt. Die gleichen 
Verfahren werden erfindungsgemaii auch zur Verlaufekontrolle von 
Tumorerkrankungen und zur Kontrolle von Behandlungsveriaufen einschlielilich des 
Monltorings von Immunantworten, beisplelsweise IgG und igM Antikdrperantworten 
gegen unterschledllche Epitope einschlieBllch des MiiC^ Tumorepitopes auf l\/IUC1, 
zur Kontrolle und Dosierung von Tumorbehandlungen eingesetzt. Die in den 
Verfahren venwendeten Methoden sind an sIch bekannt. belsplelsweise ELISA, 
Westerblot. FACS (Fiuoreszenaktiviertes Cellsorting), MACS (magnet vemriittelte 
Zelisortierung), ADCC (AntikOrpervemilttelte Zellzytotoxizltat). CDC (Komplement 
vermittelte Zytotoxicltat), Immuncytochemie und Immunhlstochemle. Ein Beisplel 
hierfilr sind Glykopeptide gekoppelt an ein TragemnolekQi oder Blotin immobillsiert in 



einem ELISA. in dem die Bindung von Serunn-Antilcdrpem aus Menschen durch anti- 
human IgG Oder anti-liuman IgM spezifisch nacli an sich belcannter 
Detelctionsmethode nachgewiesen, quantifiziert und damit In ihrer Spezifltdt bestimnnt 
werden. Ein solches Verfahren wird belspielsweise angewendet um den natQrIlchen 
AntlkOrpertiter von MUCI-spezifischen AntikSrpern im Serum zu bestimmen und 
dabei in die unterschiedliciien Spezifltaten zu unterglledem. Dies ist belspielsweise 
geeignet fQr die Tumorprognose eines Brustkrebes. Patientinnen mit einem hohen 
Titer an Antlkdrpem gegen das erfindungsgemSfle MUC1 Tumorepltop haben eine 
deutlich verbesserte Prognose gegenOber soichen mit einem niedrigeren Titer gegen 
das erfindungsgemdUe MUC1 Tumorepltop. 

Die zuvor eingefOhrten Deflnitionen der Begriffe sind fUr die Begriffe in den 
nachfblgend beschriebenen AusfQhrungsformen mutatis mutandis anwendbar. 

Welterhin betrifft die vorllegende Erfindung die Verwendung eines MUC-1-MolekOls, 
elner Zelle, eines Zeillysates oder eines AntikOrpers erii§ltllch durch elp 
erfindungsgemades Verfahren zur IHersteliung eines Arznelmittels zur Prevention 
Oder Behandlung von Tumoren. 

Vorzugswelse ist das Arzneimittel im Rahmen der erRndungsgem^Ben Venwendung 
ein impfstoff. 

Aus den oben gemachten AusfUhrungen ergibt sIch. dass die vorliegende Erfindung 
welterhin die VenA/endung eines Antikdrpers erhditllch durch ein erflndungsgemafles 
Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von Tumoren betrifft. 

Schllefiilch umfesst die vorllegende Erfindung ein gereinigtes tumorassozllertes 
MUC-1-MolekQI, welches im Menschen immunstimulatorlsch wirkt und durch ein 
erfindungsgemd&es Verfahren erhditllch ist. 

Der Begriff "gereinlgt" definlert ein MUC-1 Molekill wie es durch das 
erfindungsgemaiie Verfahren hergestellt werden kann. Ein gereinigtes 
tumorassoziiertes MUC-1 Molekul umfasst daher auch erne Gruppe von bestimmten 
MUC-1 Glykoproteinen, die sich dadurch auszeichnen, dass sie Im Menschen In der 
Lage sind, eine Immunantwort auszuldsen, jedoch wenig oder, bevorzugterweise, gar 




nicht immunsuppressiv wirken. Weltere funktlonelle und strukturelle Eigenschaften 
- des-erflndungsgemaBen gereinigten-MUG-l MolekQIs-sind-nachfolgend beschrieben. 




Die Figuren zeigen: 

FIgur 1 zeigt Beispiele fQr die Bindungsmuster verschiedener anti-MUCI-Antikdrper. . 
Insgesamt wurden 4 Verhaltensmuster definiert: 

1) GD-1: Antik5rper, die am PDTR-Motiv erst nach dessen Glykosylleaing binden 
(GD steht fQr glycosylation-dependent). Beisplel: A76-A/C7 (Abb.lA). 

2) GD-2: AntikSrper, deren Bindung durch Glykosylierung am PDTR-IV/lotiv 
verbessert wird. Beispiel: VU-3D1 (Abb.lB). 

3) IGD: AntlkOrper. deren Bindung durch Glykosylierung am PDTR-Motiv 
verringert oder unterbunden wird (invei^e glycosylation-dependency). 
Beispiel: VU-4H5 (Abb.lB). 

4) Gl: Antikdrper, deren Bindung an die PDTR-Region von deren Glykosylierung 
unabhangig ist (glycosylation-independent). Beispiel: HMFG-1 (Abb.lB) 

FIgur 2 zeigt Beispiele fUr Bindungsmuster von anti-MUC.1-Antik6rpem gegenQber 
nicht giykosylierten MUC1-Peptiden verschledener L§nge (1-6 Tandem-Repeats). 

Die Ergebnisse zeigen, dass Antikdrper, die durch eine Immunisierung von Mausen 
mit Tumormaterial erzeugt wurden, 

- Positiv abhangig von der Glykosylierung in der PDTR-Region k'urzer MUC1 
Peptide(GD-1 und GD-2) 

und 

- Positiv abh3ngig von der zunehmenden L§nge nichtglykosylierter MUC1- 
Peptide und damit derZahl der Tandem Repeats sind 

Antikdrper, die durch eine Immunisierung von I\/I3usen mit Nicht-Tumomnateriai 
erzeugt wurden, 

- unabhSngig (Gl) oder negativ abhSngig (invers abhangig; IGD) von der 
Glykosylierung in der PDTR-Region kurzer MUC1 Peptide sind (Gl) 

Oder 

- unabhSngig von der l-dnge der I^^UCI Peptide und damit der Zahl der Tandem 
Repeats sind 



0 ' ■ • 

FIgur 3 zeigt 2 Beisplele fOr die Blndung von MUC1-spezifischen monoklonalen 
Antikorpern— an- glykosyllerte -MUC4-Peptlde- unterschiedllcher -LSnge- (- 
unterschledlicherAnzahl an Tandem-Repeats). 

Figur 4 zeigt die Bindung des Antlkorpers VU-4H5 an glykoslylerte MUC1 -Peptide 
unterschiedlicher LSnge. 

Figur 5A: Immuncytochemische Farbung von ZR-75-1 Zellen (1) und Zellen der 
Subzellinie (2) mit dem AntikOrper A76-A/C7. 

Figur 5B: Sekretion von A76-A/C7 positivem MUC1 von ZR-75-1 sub und MCF-7 
Zellen. Das sekretlerte MUC1 wurde 3, 4, 5, 6 und 7 Tage nach AussSen von 10® 
Zellen im ZellkulturOberstand durch ELISA mit den HMFG1 und A76-A/C7 
Ant!k6rpem nachgewiesen. Zu beachten sind die unterschiedlichen VerdQnnungen 
der Zellkulturtiberstdnde. 

Figur SC: Expressionsvektor zur Integation der mud cDNA unter Kontrolle des CMV 
Promoters in das ZR-75-1 Genom sowie die mud cDNA Sequenz. 

Figur 5D: Rec site Vektor zur Integration der Rekomblnationsstelle in das ZR-76-1 
Genom und Darstellung der Methode der Integration. — . - 

Figur 5E: SDS-Polyacrylamidgelanalyse verschledener MUC1 Praparationen. 

Figur 5F: Das gereinlgten sezemierten tumorassoziierten l\/IUC1 zeigen keinerlei 
immunsupressiven Effekte auf T-Zellen in \4tro. 




Die Erfindung wird nun illustriert durch die nachfolgenden Beispiele. Die Beisplele 
dienen ausschliedlich der Erldutemng und besdirSnken den Schutzumfang der 
Erfindung niclit. 

Beispiel 1: Bindungsmuster verschiedener anti-MUC1-Antik5rper an ein MUC1- 
Peptid in AbhSngigkeit von der Glykosylierung des PDTR-Motivs 

Monoklonale anti-MUC1 AntikOrper (Maus) wurden im Enzym-lmmunoassay (ELISA) 
auf Ihre BindungsfShigkeit gegen syntiietisdie MUC1 -Peptide und -Glykopeptide mit 
folgender Sequenz getestet: Biotin- 

APPAHGVTSAPDT(Ga!NAc)RPAPGSTAPPAHGVTSA. Als Kontrolle diente das 
gleiche, aber niclit giykosylierte Peptid. Die Antigene wurden auf Streptavidln- 
beschichteten Mikrotestplatten (BioTeZ, Beriin) in einer Konzentration von 0,5 pg/ml 
(100 |jl/Weil) immobiiisiert. Nach dreimaligem Wasclien mit PBS/0,05 % Tween 20 
wurden diverse gereinigte anti-iy/IUCI-Antikdrper in VerdQnnungsreiiien aufgetragen. 
und fUr 2 li bei 37 "C inkubiert. Ais Zweitantikorper diente Kaninchen-anti-IS/laus-ig, 
peroxidase-markiert (Dako, Hamburg) in einer VerdQnnung von 1:4000 (1,5 h, 37 
''C).Nac»i dreimaligem Wascinen wurde die Platte mit Ortlio-piienylendiamin 
entwickelt und die Farbreaktion mit 2,5 N Sciiwefelsaure gestoppt. Die OD wurde bei 
492 nm gemessen. 

Rgur 1 zeigt Beispieie fQr die Bindungsmuster verschiedener anti-MUCI -AntikSrper. 
insgesamt wurden 4 Vertialtensmuster definiert: 

1) GD-1: AntikSrper, die am PDTR-IVIotiv erst nach dessen Glykosylierung binden 
(GD stehtfOr glycosylation-dependent). Beispiel: A76-A/C7 (Abb.lA). 

2) GD-2: Antikorper, deren Bindung durch Glykosylierung am PDTR-MotIv 
verbessertwird. Beispiel: VU-3D1 (Abb.lB). 

3) IGD: AntikSrper, deren Bindung durch Glykosylierung am PDTR-Motiv 
veningert oder unterbunden wird (inverse glycosylation-dependency), Beispiel: 
VU-4H5 (Abb.lB). 

4) Gl: AntikSrper, deren Bindung an die PDTR-Region von deren Glykosyiiemng 
unabhangig ist (giycosylation-independent). Beispiel: HMFG-1 (Abb.lB) 

Tabelle 1 enth3lt eine Obersicht der Bindungsmuster eines Panels von monoklonaien 
anti-PDTR(MUC1)-Antik6rpem mit PDTR-glykosylierten und unglykosylierten MUCI- 




Peptlden. Die Tabelle ist In zwel Untertabellen (A) und (B) untertellt. Tabelle 1A 
beinhaltet- AntlkSrper, die- durch-eine- Immunlslerung-mit MUG-1- aus-lHjmormateFial 
durchgefOhrt wurden. Tabelle 1B belnhaltet Antikfirper, die durch eine Immunlsierung 
mit MUC1 aus NIcht-Tumormaterial durchgefOhrt wurden. 

Tabelle 1 : 

Antikdrper gegen die Immundbminante PDTR-Reglon des MUC1 : 
Bindungsmuster gegenQber am PDTR glykosyllerten und nicht-glykosyiierten 
MUC1 -Peptlden in AbhSngigkeit von der Art des Immunogens 

A. MUC1 aus Tumormaterial • - 



AntikOrper Imunogen Bindungsmuster 







GD-1 


GD-2 


iGD 


Gl 


A76-A/C7 


• Tumorzeilinie ZR75-1 


+ 








VU-11E2 


Tumorzellinle ZR75-1 


+ 








VU-11D1 


Tumorzeilinie ZR75-1 


+ 








Ma552 


Tumorzellinle ZR75-1 


+ 








VU-3C6 


Tumorzeilinie ZR75-1 . 


+ 








BC4E549 


Membranpraparation der 
Tumorzeilinie T-47D 




+ 






VU-12E1 


Tumorzeilinie ZR75-1 




+ 






VU-3D1 


Tumorzeilinie ZR75-1 




+ 






b-12 


Mischung mehrer 
Tumorzellinien 




+ 






827.29 


MUC1 aus Tumor Ascites 




+ 






MF 06 


MUC1 aus Ovarialcyste 




+ 







'0' '# 



B. MUC1 -Peptide (unglykolysiert) oder Praparationen aus Nicht-Tumormaterial 



Antikdrper Imunogen Bindungsmuster 







GD-1 


GD-2 


iGD 


GI 


VU-4H5 


60-mer, BSA konjugiert 






+ 




HMPV 


HMFG aus Frauenmllch 






+ 




HMFG-1 


HMFG aus Frauenmilch 








+ 


BC2 


HMFG aus Frauenmllch 








+ 


VA2 


100-mer Fusionsprotein 








+ 


Mc5 


HMFG aus Frauenmilch 








+ 


E29 


HMFG aus Frauenmilch 








+ 


BC3 


HMFG aus Frauenmilch 








+ 


214D4 


MUC1-Peptld (Fusionsprotein) 








+ 


BCP8 


MUC1-Peptid 








+ 


VA1 


100-mer Fusionsprotein 








+ 


C595 


MUC1 aus Urin 








+ 


BC4W154 


HMFG aus Frauenmilch 




+ 







Beispiel 2: Bindung von MUC1-spezIfIschen Antikdrpern gegen die 
Immundominante PDTR-Region an nichtglykosyllerte MUC1 Peptide 
unterschledlicher Lflnge (nicht-glylcosylleite multiple Tandem-Repeats) 

Die MUC1 -Peptide der foigenden Sequenz in unterschiedlicher Lange 
(Oiigomerisierung) 

[VTSAPDTRPAPGSTAPPAHG]n ; n = 1-6 

wurden In einer Konzentratlon von mrt 0,5|jg/Well in Coating-Puffer bei 37 "^C Qber 
Naclit auf einer 96-Well-TC-Mii^rotiterplatte durcli Antroclcnen immobilisiert. Die 
Platten wurden gewaschen (PBS/ 0,05% Tween20) und anschlieflend fur 2 h mi t 50 
|jl/Well gerelnigtem Antikorper in einer Konzentration von lOpg/ml inkubiert. Nach 
dreimaligem Wasclien wurde die Platte mit Peroxidase-markiertem polyklonalem 
Kaninchen-anti-Maus Immunglobulin-Serum (P260, Dako) In einer VerdUnnung von 
1:2000 inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die Platte mit o-Phenylendlamin 
entwickelt und die Farbreaktion mit 2,5 N Schwefelsaure gestoppt. Die OD wurde be! 
492 nm bestimmt 




Die Anzahl der Tandem-Repeats pro Ansatz wurde In den Experimenten dadurch 
konstant- gehalten,- -dass-von alien- verglichenen- Peptiden- glelche -Gewlchtsmengen 
pro Well eingesetztwurden. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefasst: 

Die klassifizierung wurtJe nach dem VerhSltnis der OD 100-mer/20-mer = X wie folgt 
vorgenommen: 

Ohne nennenswerte Bindung an das 20-mer, jedoch einer deutiichen 
Bindung an lOO-men Gmppe LD1 (absolut ISngenabhangig) 

■ X > 3,0 : Gruppe LD2 (stark lahgenabhangig) 

X = 1,5 - 3,0 : Gruppe LD3 (mSssig ISngenabhangig) 

X < 1 ,5 : Gruppe LI (langenunabhSngig) 

Weiterhin sind In die Tabelle die Angaben Qber die Glykosylierungsabhangigkeit aus 
Tab.1 zum Vergleich mit aufgenommen worden. 

Tabelle 2: 

Blndungsmuster monoklonaler anti-MUC1-Antik5rper gegen das immundominante 
PDTR-Motiv: Blndungsmuster gegenOber am PDTR glykosyllerten und nicht- 
glykosylierten MUCI-Peptiden in Abhanglgkelt von der Art des Immunogens und mIt 
nicht glykosyllerten MUC1-Peptiden unterschledlicher LSnge (1-6 Tandem-Repeats). 




Antlkdrper Bindungsmuster in Abhdngigkeit von: 
A. MUC1 aus Tumomnaterial 



Giykosyliening L3nge 





GD-1 


GD-2 


iGD 


Gl 


LD-1 


LD-2 


LD-3 


LI 


A76-A/C7 


+ 








+ 








VU-11E2 


+ 








+ 








VU-11D1 


+ 








+ 








Ma552 


+ 








+ 








VU-3C6 


+ 








+ 








BC4E549 




+ 








+ 






VU-12E1 




+ 








+ 






VU-3D1 




+ 










+ 




b-12 




+ 










+ 




B27.29 




+ 










+ 




MF 06 














+ 





B. MUC1 -Peptide (unglykosyiiert) oder PrSparationen aus Nicht-Tumormaterial 



Glykosylienjng LSnge 





GD-1 


GD-2 


iGD 


Gl 


LD-1 


LD-2 


LD-3 


LI 


VU-4H5 






+ 






+ 






HMPV 






+ 






+ 






HMFG-1 








+ 










BC2 








+ 




+ 






VA2 








+ 




+ 






Mc5 








+ 




+ 






E29 








+ 






+ 




BC3 








+ 






+ 




214D4 








+ 






+ 




BCP8 








+ 






+ 




VA1 








+ 






+ 




C595 








+ 








+ 


BC4W154 




+ 












+ 



Figur 2 zelgt Beispiele fOr Bindungsmuster von anti-MUC1-Antik6rpem gegenQber 
nichit giykosyllerten MUCI-Peptiden verscliiedener l_ange (1-6 Tandem-Repeats). 




Belspiel 3: BIndung von MUCI-spezifischen Antikdrpem an PDTR- 
gly kosy lierte-multiple Tandem- Repeats 

Synthetlsche MUCI-Glykopeptide des Typs: 
[AHGVTSAPDT(GalNAc)RPAPGSTAPPA]n ; n = 1-5 

wuiden in einer Konzentration von 0,5[ig/We\\ in Wasser bei 4"C Qber Nacht auf 
einer 96-Well-TC-IVIIkrotestplatte durch Antrocknen Immobllisiert. Die Flatten wurden 
gewaschen (PBS mit 0,05 % Tween20) und anschlieliend fOr 2 h mit 50 \i\N\fe\\ einer 
LOsung von lOpg/ml. gereinigtem Antlkorper In PBS/BSA bel 37 X Inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen wurde die Platte mit Peroxidase-marklertem polyklonalem 
Kaninchen-antl-Maus-lmmunglobuiin-Serum (Dako) in einer VerdQnnung von 1:2000 
fOr 1.5 h bel 37 "C Inkubiert. Nadh dreimaligem Waschen wurde die Platte mit Orlho- 
phenylendiamin entwickelt und die FarbreakUon mit 2,5 N SchwefelsSure gestoppt. 
Die OD wurcle bel 492 nm gemessen. 

Die Anzahl der Tandem-Repeats pro Ansatz wurde in den Experimenten dadurch 
konstant gehalten, dass von alien verglichenen Glykopeptlden gleiche 
Gewichtsmengen pro Well eingesetzt wurden. 

Figur 3 zeigt 2 Beispiele filr die Bindung von MUCI-spezifischen monoklonalen 
Antikorpem an glykosyllerte MUC1 -Peptide unterschiedlicher LSnge (= 
unterschiedlicher Anzahl an Tandem-Repeats). 

Tabelle 3: 

Bindungsmuster monoklonaler anti-MUC1-Antlk5rper gegen das Immundominante 
PDTR-Motiy: Bindungsmuster gegenQber am PDTR glykosylierten und nlcht- 
glykosylierten iVlUCI-Peptiden unterschiedlicher Lange (1-6 Tandem Repeats) In 
Abhangigkeit von der Art des Immunogens 




Antikdrper Bindungsmuster in Abhdngigkeit von: 
A. Immunogen: MUC1 aus Tumonnaterial 



Glykosyllemng L&nge LSnge mit 
Glykosylierung 





GD-1 


GD-2 


iGD 


Gi 


LD-1 


LD-2 


LD-3 


LI 




A76-A/C7 


+ 
















+ 


VU-11E2 


+ 








+ 








+ 


VU-11D1 

Ma552 


+ 
+ 








+ 
+ 








(+) 


VU-3C6 


+ 








+ 










BC4E549 

VU-12E1 

VU-3D1 




+ 
+ 
+ 








+ 
+ 


+ 




(+) 

(+) 
(+) 


b-12 
B27.29 




+ 
+ 










+ 
+ 




(+) 


MF06 




+ 

















B. Immunogen: 

MUC1 -Peptide (unglykosyliert) Oder Prdparatlonen aus Nicht-Tumonnaterial 



Glykosylierung Ldnge Lange mit 

Glykosylierung 





GD-1 


GD-2 


iGD 


GI 


LD.1 


LD-2 


LD-3 


LI 




VU-4H5 






+ 






+ 






+ 


HMPV 






+ 






+ 






(+) 


HMFG-1 








+ 




+ 






(+) 


BC2 












+ 






(+) 


VA2 








+ 




+ 








Mc5 








+ 




+ 








E2g 








+ 






+ 






BC3 








+ 






+ 






214D4 








+ 












BCP8 








+ 






+ 






VA1 








+ 






+ 






C595 








+ 








+ 




BC4W154 




+ 














(+) 



Die Ergebnlsse zelgen, dass die meisten AntikSiper, die durch eine Immunisierung 
von Mdusen mit Tumormaterial erzeugt wurden, positiv abhangig von der 
zunehmenden L3nge PDTR-glykosylierter MUC1-Glykopeptide sind. Dies entspricht 




einem additiven Effekt der Antlkorper bezQglich der PDTR-Glykosyllerung und der 
Lahgrmit fnultiplen T^em R^^ 

11D1) zeigt einen besonders starken additiven Effekt in dem die Bindung der 
Antikdrper an MUC1-Glykopeptide mit mehreren PDTR-glykosylierten Tandem 
Repeats im Vergleich zur Bindung an kurzen PDTR-glykosylierten MUC1- 
GlykopeptWen (wie in Belspiel 1) sowie Im Vergleicii zur Bindung an nicht 
glykosylierten MUC1-Peptlden mit melireren Tandem Repeats (wie in Belspiel 2) 
deutlich bis um ein Mehrfeches erhoht 1st (s. Abb.3A). AntlkOrper mit einem additiven 
Bindungseffekt welsen eine besonders hohe Affinitat gegenQber natQrilchem Tumor- 
MUC1 auf, das aus multiplen Tandem Repeats besteht. 

Die AntikGrper, die durch eine Immunisierung von MSusen mit Nicht-Tumormaterial 
erzeugt wurden, und PDTR glykosylierungsunabliangig sind. zelgen in der Regel 
keinen additiven Effekt. auch dann nlcht. wenn die Bindungen in Bezug auf nioht 
glykosylierte MUC1 Peptide ISngenaghSngig sind (Ll>^ und LD-2). 

Abbildung 3B zelgt ein Belspiel ftir eine Antikdrperbindung oline additiven Effekt 

AntikOrper VU-4H5 und HMPV, die eine iGD Bindung zelgen. zeigen einen additiven 
Effekt, der In Belspiel 4 als Sonderfall nSher beschrieben ist. 

Belspiel 4: Bindung von MUCI-speziflschon Antlkdrpem der GID-Gruppe an 
PDTR glykosylierte Glykopeptide mit multiplen Tandem Repeats 

Die Methodik entsprach der unter Belspiel 3 beschriebenen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Bindung des Antikorpers VU-4H5 aus der GID- 
Gruppe abhangig von der Anzahl der Tandem-Repeats pro MUC1 Glykopeptid Ist. 
Dieses Ergebnis Ist Qberraschend. da dieser AntikOrper an kurze DTR-glykosyllerte 
MUC1 Peptide praktlsch niclit bindet. Er bindet jedoch zunehmend besser an DTRP- 
glykosyllerte MUC1 -Glykopeptide mit zunehmender Zahl an Tandem-Repeats. 
Dieser AntikSrper zeigt einen ahnlich additiven Effekt wie In Beisplel 3 beschrieben 
und nimmt damit eine Z>wisclienstelluhg ein, und macht ihn ebenfalls im SInne der 
Erfindung fur die verscliiedenen Anwendungen einsetzbar. 




Abblldung 4 zeigt die Bindung des AntlkSrpers VU-4H5 an glykosylierte MUC1 
Peptide unterschiedlicher Tandem-Repeat-Anzahl. 



Beispiel 5A) Hersteilung von immunstlmuiatorischem MUC1, das das MUC1 
Tumorepitop trSgt, zur Vakzlnlerung 

a^ Identifizieruna von humanen Zellen. die MUC1 mit dem Tumorepitop stark 
exprimieren 

ZR-76-1 Zellen (ATCC: CRL 1500) wurden in RPMI-l\/ledlum mit 10% FKS und 1% 
Glutamin bei 37 "C, 8% CO2 und 95% Luftfeuciite kultiviert. piese Zellen exprimieren 
bereits, verglrciien mit anderen Zellinlen, groRe Mengen des Proteins mit dem 
Tumorepitop auf der Zelloberflache. Figur 5A zeigt immuncytociiemische Farbungen 
der ZR-75-1 Zellen mit dem A76-A/C7 Antikdrper. Die immuncytochemische Fdrbung 
wurde durcIigefDhrt, indem Zellen auf einen Objekttrager getropfl wurden, welche 
dann durch Inkubation im Zellkuitur-lnkubator in einer feuchten Kammer fQr 30 min 
und anschiieHend bei Raumtemperatur fCkr 15 min auf dem Objekttrager immobiliert 
wurden. Die Zellen wurden in 5% Formalin in PBS 5 min. fixiert. Nach drelmallgem 
Waschen mit PBS wurden die Zellen 1,5 h bei Raumtemperatur mit dem primdren 
AntikOrper, der in Fonm eines HybridomakiilturOberstandes 1:5 verdQnnt wurde, 
inkubiert. Nach emeutem dreimaiigem Waschen mit PBS wurde der sekundSre 
Antikdrper (an Cy3-gekoppelter anti-Maus IgG aus dem Kaninchen, Dianova) in einer 
1:1000 Verdiinnung dazugegeben und weitere 30 min bel Raumtemperatur inkubiert. 
Die Einbettung nach weiterem dreimaiigem Waschen erfolgte in der Mowiol-Losung 
(Calbiochem, Heidelberg, Deutschland), Als Negativkontrolle wurde der isotypische 
IgG Antikorper MOPC-21 (Sigma) elngesetzt. Die immuncytochemische Farbung der 
ZR-75-1 Zellen mit dem A76-A/C7 machte deutlich, dali die Zellpopulation nicht 
homogen in Bezug auf die Expression des Tumorepitops war (Fig. 5A1). Urn die 
Expresion zu erhohen und um eine homogene A76-A/C7 positive ZR-75-1 
Zellpopulation zu erhalten. wurden die A76-A/C7 positiven ZR-75-1 Zellen Qber 
Magnetobeads selektioniert und anschlieOend durch iimitierte VerdQnnung solche 
Klone klonlert, die eine besonders starke und homogene Esqiression von geeigneten 
MUC1 MolekOien tragen. Die Selektion erfolgte durdi Bindung von 10^ Zellen and 




den A76-A/C7 Antikdrper (50 pi des HybridomakulturQberstandes) urid an 
Magnetobeads-gekoppelte-antl-lgl^^Antik6rper-sowe-MS-Saulen-von-Miltenyi Blotec 
GmbH (Bergisch Gladbach, Deutschland) unter Standaidbedlngungen (MACS; siehe 
Produktoeschreibung zu MS-Saulen). Die selektlonierten Zellen wurden durch 
limitierte VerdQnnung klonlert, indem die Zellen auf einen Zelltiter von 150 bis 300 
Zellen pro 15 ml Kulturmedlum efngestelH werden. 100 pL dieser VerdQnnung wird 
auf einer MIkrotiterplatte verteilt, so da& 1-2 Zellen pro Loch kultiviert werden. Diese 
Vertellung auf der MIkrotiterplatte wind Im Mikroskop QberprQft. Auf diese Art und 
Weise konnten ZR-75-1 Subllnien isollert werden, die das TumorepKop homogen und 
stdrlcer exprimlerten, wie die Immuncytociiemische Fdrbung in Figur 5A2 zeigL 

Figur 58 zeigt, daH das MUC1 Protein audi im Vergleich zu anderen Zelllinien (z.B.: 
MCF-7) in groBen Mengen in das Zellkultumnedium abgegeben wird. Dies 1st das 
Ergebnis von ELISA-Analysen mit dem HMFG-1 (Klon 1 .10.F3, Beckman/Coulter) als 
Fanger-AntikSrper und dem A76-A/C7 als Detektions-Antikorper (Figur 5B). Die 
Proben fOr diesen ELISA wurden gewonnen, Indem 10® Zellen pro ml 
Zellkulturmedium ausges3t v(urden, 3 Tage unter Standardbedingungen (siehe oben) 
kultiviert wuiden, ansohlieliend jeden Tag ein Aliquout abgenommen wurde und der 
ZellkulturOberstand durch Zentrifugation vom Zellpellet getrennt wurde. 50 pi dieser 
OberstSnde wurden unverdOnnt oder in den angegebenen VerdOnnungen (Figur 5B) 
im ELISA eingesetzt. Der HMFG-1-A76-A/C7-Sandwlch-ELISA wurde dUrchgefOhrt, 
Indem Mikrotiterplatten mit dem FSnger-Antikarper HMFG-1, 1:250 in PBS verdQnnt 
(keine Konzentratlonsangaben des Hereteliers), Ober Nacht In 50 pi PBS pro „Well" 
bei 4 "C beschichtet wurden. Anschlie&end wurden die beschichteten Piatten 
zwelmal mit 0,1% Tween 20 in PBS bei Raumtemperatur blockiert. Der 
Blockierungspuffer wurde entfemt und die Piatten emeut dreimal mit Waschpuffer 
gewaschen, um dann 50 pi der Proben, unverdOnnt oder in den angegebenen 
VerdQnnungen mit Zellkulturmedium, In jedes „Well" zu geben und 1,5 h bei 
Raumtemperatur zu inkubleren. Als negative Kontrolle wurde der primare Antikdrper 
durch Zellkulturmedium oder 2% BSA, 0,1% Tween 20 in PBS ersetzt. Nach 
drelmaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der biotinylierte, Affinitats-gereinigte 
A76-A/C7 Antikdrper in einer 1:500 VerdQnnung dazugegeben und weitere 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert Nach emeutem drelmaligem Waschen erfolgte die 
Bindung von an Meerrettich-Peroxidase (horseraddish-peroxldase) gekoppeKem 



Streptavldin (1:500 verdQnnt) fQr 20 min bel Raumtemperatur. AbschlieHend wurden 
die Platten zweimal in Waschpuffer und einmal in PBS gewaschen. Die 
FSrbereaktion erfolgte In 50 pi 50 mM Acetatpuffer pH 6,0 mit 1mg/ml TI^B (3,3', 5,5' 
Tetramethylbenzidin, Stammlosung: 100 mg/ml in DMSO, Sigma) und 0,025% H2O2 
(Sigma) fOr 20 mih im Dunkein bei Raumtemperatur. Die Farbrealction wurde durch 
Zugabe von 25 \i\ 2,5 N Schwefelsaure (Endkonzentration 0,07 N) gestoppt und im 
ELISA-Reader bei 450 nm mit einem Referenzfilter von 620 nm vermessen. 
Die Glykosyllerung des sekretierten I^UC wurde im ELISA mit Hilfe verschiedener 
AntikOrper analysiert. Dabei wurde im Vergleicli zu dem oben besdiriebenen HIS/IFG- 
1-A76-A/C7 Sandwich-ELISA der A76-A/C7 Antikdrper gegen Antikorper 
ausgetauscht, die die Tumor-assoziierlen Kohlenhydrate Tn (HB-1, Dako. Glostrup. 
DSnemark) oder TP (A78-G/A7, U. Karsten et al., 1995) mit holier Affinitat binden. 
Der Nachweis der SekundarantlkSrper (HB-1 und A78-G/A7) erfolgte mit einem an 
POD-gekoppelten anti-Maus \gM (1:5000 verdQnnt). Die Parbreaktion wurde in 25 
mM Zitronensaure, Piiosphatpuffer pH 5,0 mit 0,04% H2O2 und 0,4 mg/ml o- 
Phenylendiamin (Sigma) fQr 20 min im Dunkein bei Raumtemperatur durchgefQhrt, 
durch Zugabe von 2,5 N Schwefelsaure (Endkonzentration 0,07 N) gestoppt und Im 
ELISA-Reader bei 490 nm mit einem Referenzfilter von 630 nm vemnessen. Es 
konnten die Tumor-assoziierten Kohlenhydrat-Epitope Tn und TP nachgewiesen 
warden, letzteres nur nach Neuraminidase-Behandlungen des MUC1 . 

b^ Oberexpression von sekretoriachem tumorassoziier tem MUC1 MolekQIen 
Die Oberexpression des sekretorischen MUC1 wird erreicht durch Integration der 
mud cDNA, deren Expression unter Kontrolle eines starken Promoters steht (Pigur 
5C) in eine Stelle im Genom der ZR-75-1 Zellen, die besonders transkriptlonsaktiv 
ist. Zundchst wurden die Zellen mit dem Recsite-Vektor transfiziert, der nach 
Integration der Recsits im Genom, was durch Antibiotika-Seleklfon enreicht wurde, 
eine stabile Expression des LacZ Gens vemiittelt. Die stabil transfizierten Zellen 
wurden kloniert durch limitierte VerdQnnung (siehe nachster Absatz) und diejenigen 
Zellen identifiziert, die die starkste LacZ-Aktivitat zeigten. Diese Zellen eriaubten die 
Integration der mud cDNA mit dem CMV-Promoter Ober die Recsite in eine 
transkriptionsaktive Stelle Im Genom (Figur 5D). Die mud cDNA wunje durch RT- 
PGR aus ZR-75-1 Zellen amplifiziert und durch Restriktion in den Expressionsvektor 
kloniert 



Zellklonlerung durch limitierte VerdOnnung 

Dle-ZellWonierang- durch limitierte- VerdOnnung-wird-durchgefahrtr lndem die-Zellen - 
auf einen Zelltiter von 150 bis 300 Zellen pro 15 ml Kuitumnedlum eingesteitt werden. 
100 (jl dieser VerdQnnung wird auf einer Mikrotiterplatte verteilt, so dass 1-2 Zellen 
pro Loch kultiviert werden. Diese Vertellung auf der Mil^rotlterplatte wird Im IVIikroskop 
Qberprufl. 

c) Reiniauna des sekretorisciien iVIUCI 

Das sekretorisclie MUC1 wurde aus mehreren Litem ZellkulturOberstand mit Hilfe 
einer A76-A/C7 Affinitatschromatographie-Saule gereinigt unter Standard- 
Bedlngungen. Die Analyse des gerelnigten Proteins ergab im SDS-Polyacrylamidgei 
mehrere Banden, die mit einem kdufllch erhSltiichen MUC1 Priparat co-migrierten 
(Rgur 5E). 

Beispiel SB) EinfluR der T-Zellaktivlerung durch gereinigtes sekretorlsches 
MUC1, das das MUC1 Tumorepltop trSgt 

Mit Hiife des A76-A/C7 gereinigtes sezemiertes tumorassoaiertes M\JC^ wurde mit 
angereichierten T-Zellen (sielie oben) zusammen mit bestrahiten PBLs inkubiert. T- 
Zellen und PBLs stammten von zwei verschiedenen Patienten, so dass eine ailogene 
Reaktion hervoi^erufen wurde, die mittels T-Zellproliferation in BrdU-Assay (siehe 
oben) nachgewiesen wurde. In Anwesenheit von gereinigtem sezemiertem 
tumorsssoziiertem MUC1 wurden kelnerlei Hinweise auf ein immunsuppressiven 
Effekt von iVIUCI in diesen „iy/lixed Leukocyte Reaktion" festgestelK. Im Gegenteii, es 
konnte bel der hdheren Konzentration ein deutliciier Stimulierungseffekt beobachtet 
werden. Refsrenzsubstanzen waren PBS beziehungsweise 10 pg/ml bovines 
submaxiilarisches Mucin (BSM)(Figur 5F). 



Beispiel 6 

IHersteilung eines monoklonalen Antlkorper mit Hilfe von mit A76-/C7 gereinigtem 
immunstimuiatorischen MUC1, der einen besonders starken additiven Bindungseffekt 
aulweist. 




1 .Herkunft der Ausqanaszellen 

a) Die Mllzzellen wurden unter sterilen Bindungen (Laminarbox) aus einer gema& 
2. immunisierten weiblichen Maus des Inzuchtstammes Balb/c gewonnen. 

b) Als Fuslonszellinle kam X63-Ag8.653 (Plasmozytom-Zellinie von Balb/c; 
Kearney et ai., J- Immunol 123:1548-1550, 1979) zur Anwendung. Die Haltung 
erfolgte in Medium RPMI 1640 unter Zusatz von 10% inaktiviertem f5talen 
Kaiberserum und 5 x 10"^ M p-Merkaptoethanol. 

c) Als Feederzellen dienten Peritonealzellen aus Balb/o-MSusen der gleichen 
Herkunft wie unter a). Sie wurden unter sterilen Bedingungen nach einer publizierten 
Methodlk am Vortag des Fusionsexperiments bzw. der Klonlerung entnommen und in 
Zellkultur-Mikrotestplatten eingesat (Karsten, in: Friemel, Immuriologische 
Arbeitsmethoden. 4, Aufl., Jena 1991. pp. 309-320). 

2, Immunisierunq 

Als Immunogen diente 100 |jg MUC1 das durch Affinitatschromatographie mit A76- 
A/C7 gewonnen wurde (siehe Belsplel 5). MUC1 wurde in PBS mit inkomplettem 
Freundschem Adjuvans i.p. appliziert, und 5 Wochen und 9 Wochen spater jeweils 
mit dem A76-A/C7 gereinigten MUC1 geboostert. 

3. Generieruna der Hvbridome 

Die Hybildomtechnik wurde nach publizierten Standardmethoden durchgefOhrt 
(Peters et al., Monoklonale Antikdrper, Herstellung und Charakterisierung, Berlin 
1985). Die Fusion erfolgte 4 Tage nach der letzten Boosterung. Als fusogenes Agens 
wurde PEG benutzt. Die Selektion der Hybridome erfolgte mittels 
Azaserin/Hypoxanthin; zur WachstumsunterstQtzung wurden Maus-Peritoneaizellen 
venA^endet, 

Die entstehenden Hybridome wurden mittels ELISA an immobnisierten MUC1, MUC1 
Glykopetiden und in Immunofluoreszenztests an MUC1 positiven Zelllinien (zum 
Beispiel T-47D-Zellen, ZR-75-1-Zellen und Subzellllnien) auf der Sekretion 
spezifischer Antikorper getestet 

Klonlerungen erfolgten mittels llmitlerender VerdQnnung nach Standardtechniken In 
Gegenwart von Maus-Peritonealzellen (Karsten. in: Friemel, Immunologische 
Arbeitsmethoden, 4. Aufl., Jena 1991. pp. 309-320). Die Isotypen wurden mittels 
eines kommerzlellen Isotypen-ELISA-Kits (Pharmigen) ermittelt. 
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Anspruche 

Verfahren zur Herstellung eines MUC-1-MolekQls, welches in der Lege ist eine 
Immunantwort im Menschen hervorzurufen, umfassend: 

(a) in Kontakt bringen eines Gemisches von MUC-1-MolekUlen mit einem 
Antikdrper, welcher die folgenden Eigenschaften aulweist: 

i) ^ Bindung an die immundominante Region des MUC1 Tandem 

Repeats; und 

ii) Bindung an ein MUC1 Fragment, welches zwischen 9 und 40 
AmInosSuren lang ist und Sequenzen des MUC1 Tandem 
Repeats und der immundominanten Region enthdit, wird durch 
Glykosylierung des Threonins einer PDTR-Sequenz ermdglicht 
Oder erhOht; und 

iii) Bindung an nicht-glykosyllerte MUC1 Tandem Repeats wird 
erhOht, wenn die nicht glykosylierten IVIUCI Tandem Repeats in 
Serie vorliegen; und 

Iv) Bindung, an multiple glykosylierte MUC1 Tandem Repeats, die 
Glykosylierungen an den Threoninen mehrerer PDTR- 
Sequenzen der immundominanten Region tragen, ist gemdii 
eines addditiven Effektes aus Lange und PDTR-Glykosylierung 
gegenQber kurzen MUC1 Fragmenten aus ii) erhOht; 
fDr einen Zeitraum der ausreichend ist und unter Bedlngungen die 
geeignet sind, damit sich ein Immunkomplex ausbildet; 

(b) Isolierung des Immunkomplexes; und 

(c) Bereitstellung des MU01-MolekQls aus dem Immunkomplex. 

Verfahren zur Identifizierung eines IVIUOI-MolekQIs, welches in der Lage ist 
eine Immunantwort im Menschen hervorzurufen, umfassend: 
(a) in Kontakt bringen eines Gemisches von MUOI-JVIolekulen mit einem 
AntikSrper, welcher die folgenden Eigenschaften aufweist: 

i) Bindung an die immundominante Region des MUG1 Tandem 
Repeats; und 

ii) Bindung an ein MUG1 Fragment, welches zwischen 9 und 40 



Aminosauren lang 1st und Sequenzen des MUC1 Tandem 
Repeats lind aeriirrrhunaomiffante^^^ darch' 
Glykosylierung des Threonins einer PDTR-Sequenz erm6giicht 
Oder ertioht; und 

iii) Bindung an nicht-glykosyllerte MUC1 Tandem Repeats wird 
erhOht, wenn die nicht glykosylierten MUC1 Tandem Repeats In 
Serie vorliegen; und 

Iv) Bindung. an multiple glykosyllerte MUC1 Tandem Repeats, die 
Glykosylierungen an den Threoninen mehrerer PDTR- 
Sequenzen der immundominanten Region tragen, ist gem3& 
eines adddltlven Effektes aus LSnge und PDTR-Glykosyllemng 
gegenOber kurzen MUC1 Fragmenten aus II) erhoht 

fDr einen Zeitraum der ausrelchend ist und unter Bedingungen die 

geelgnet sind. damit sich ein Immunkompiex ausbildet; und 
(b) Identifizlening des Immunkomplexes. 

Verfahren nach Anspaich 1 oder 2, welterhin umfassend mindestens einen der 
folgenden Schritte: 

1) Gewinnung des MUG-1-MolekQls oder des Gemlsches davon in Schritt (a) 
des Verfahrens nach Anspruch 1 oder 2 aus Tumorgewebe, Tumorzelien 
und/oder KOrperflQsslgkelten die tumorassoziierte MUC1 MolekQIe 
enthalten. welche(s) zuvor isollert wurde(n); 

2) Gewinnung des MUC-1-MolekOls Oder des Gemisches davon In Scliritt (a) 
des Verfahrens nach Anspnjch 1 oder 2 aus Zellen oder Zelliinien, die 
tumorassoziierte MUC-1 MolekQIe oder Gemische davon exprimieren 
und/oder sezemieren; 

3) Gewinnung des MUOI-MolekQIs oder des Gemisches davon in Schritt (a) 
des Verfahrens nach Anspruch 1 oder 2 aus rekombinanten Zellen oder 
Zelliinien. die zuvor gentechnlsch so verSndert wurden, dass sle 
tumorassoziierte MUC-1 MolekQIe oder Gemische davon exprimieren 
und/oder sezemieren; 

4) Gewinnung des MUC-1 -MolekQIs oder des Gemisches davon in Schritt (a) 
des Verfahrens nach Ansprudi 1 oder 2 aus Zelllysaten und/oder dem 




ZellQberstand von Tumorgeweben, Tumorzellen und/oder 
KarperflUssigkeiten wie unter (1) beschrieben oder aus Zellen Oder 
Zelllinien wie unter (2) und (3) beschrieben, die tumorassoziiertes MUC1 . 
enthalten 

Verfahren zur Herstellung von Zellen, die ein MUC-1-MolekQI umfasst, welches 
In der Lage 1st eine Immunantwort im Menschen hervorzurufen, umfassend: 

a) in Kontakt bringen eines Gemlsches von Zellen, die MUC-1 MolekOle 
umfassen, mit einem Antikdrper welcher die folgenden Elgenschaften 
aufweist: 

i) Bindung an die immundominante Region des MUC1 Tandem 
Repeats; und 

li) Bindung an ein IVIUCI Fragment, welches 2Wischen 9 und 40 
Aminos3uren lang ist und Sequenzen des IVIUCI Tandem 
Repeats und der immundominanten Region enthait, wird durch 
Glykosylierung des Threonins einer PDTR-Sequenz ermdglicht 
Oder erhdht; und 

III) Bindung an nicht-giykosylierte MUC1 Tandem Repeats wird 
erhdht, wenn die nicht glykosyllerten MUC1 Tandem Repeats in 
Serie vorliegen; und 

iv) Bindung, an multiple glykosylierte MUC1 Tandem Repeats, die 
Glykosylierungen an den Threonlnen mehrerer PDTR- 
Sequenzen der immundominanten Region tragen, ist gemaH 
eines addditiven EfFektes aus Lange und PDTR-Glykosylierung 
gegenQber kurzen MUC1 Fragmenten aus ii) erhdht 

fur einen Zeitraum der ausreichend ist und unter Bedingungen die 

geeignet sind, damit sich ein Immunkomplex ausbildet; 

b) Isolierung der Zellen, die einen Immunkomplexes gebildet haben; und 

c) Bereitstellung der Zellen aus dem Immunkomplex. 

Verfahren zur Identrfizierung von Zellen, die ein MUC-1 -MolekQI umfasst, 
welches in der Lage ist eine Immunantwort im Menschen hervorzurufen, 
umfassend: 




a) In Kontakt bringen eines Gemlsches von MUC-1-MoIekQlen mit einem 
' AntlR5iper; welche'r'die'folgenden" Elgenschaften' aufwelstr 
I) Bindung an die, Immundomlnante Region des MUC1 Tandem 
Repeats; und 

il) Bindung an ein MUC1 Fragment, welches 2wlschen 9 und 40 
AminosSuren lang ist und Sequenzen des MUC1 Tandem 
Repeats und der Immundomlnanten Region enthSIt wird durch 
Glykosyllerung des Threonlns einer PDTR-Sequenz enndglicht 
Oder erhOht; und 

iii) Bindung an nicht-glylcosyllerte MUC1 Tandem Repeats wIrd 
erhOlit, wenn die niclit giykosylierten MUC^ Tandem Repeats in 

Serie vorliegen; und 

iv) Bindung, an multiple glyicosylierte MUC1 Tandem Repeats, die 
Glykosyllerungen an den Threonlnen mehrerer PDTR- 
Sequenzen der immundomlnanten Region tragen, Ist gemdfi 
eines addditiven Effektes aus Lange und PDTR-Glykosyllerung 
gegenuber kurzen MUC1 Fragmenten aus ii) erhSht . 

fQr einen Zeitraum der ausreichend ist und unter Bedingungen die 
geeignet sind, damit sich eIn Immunkomplex ausbiidet; und 
b) Identifizierung des Immunkomplexes. 

Verfahren nacli Anspruch 4 oder 5, weiterhin umfassend mindestens einen 
derfolgenden Schritte: 

1) Gewinnung von Zellen, Zellllnlnien oder Subzelllinlen, die tumorassozllerte 
MUC1 MolekQIe tragen und/oder sezemieren, oder Gemische davon In 
Schritt (a) des Verfahrens nach Anspruch 4 oder 5 aus Tumongewebe oder 
Tumorzellen. die tumorassozllerte MUC1 MolekQIe enthalten, welche zuvor 
isollert wurden. mit oder ohne anschliedender Zellklonlerung; 

2) Gewinnung von Zellen, Zellllnlnien oder Subzelllinlen, die tumorassozllerte 
MUC1 MolekOle tragen und/oder sezernieren, oder Gemische davon In 
Schritt (a) des Verfahrens nach Anspruch 4 oder 5 aus Zellen oder 
Zelllinien die tumorassozllerte MUC1 MolekQIe enthalten, mit oder ohne 
anschllefiender Zellkloniemng; 




3) Gewinnung von Zeilen. Zelllininien oder Subzelllinierip die tumorassoziierte 
MUC1 MolekQIe tragen und/oder sezemieren, oder Gemische davon in 
Schritt (a) des Verfahrens nach Ansprucli 4 oder 5 aus rekomblnanten 
Zellen oder Zelllinien, die zuvor gentechnisch so verSndert wurden, dass 
sie tumorassoziierte MUC-1 Molel^ule oder Gemisclie davon exprimleren 
und/oder sezernieren, mit oder ohne anschliefiender Zellldonierung; 

4) Gewinnung von Zeiien, Zelllininien oder Subzelllinlen, die tumorassoziierte 
iVIUCI Molekule tragen und/oder sezemieren, oder Gemische davon In 
Schritt (a) des Verfahrens nach Anspruch 4 oder 5, die gentechnisch so 
ver3ndert wurden, dass sie immunstimulatorische MolekQIe tragen 
und/oder sezemieren, mit oder ohne anschlieHender Zellklonierung); 

5) Gewinnung von Zelllysaten oder Gemische von Zelllysaten aus Zellen, 
Zelllinien oder Subzelllinlen wie unter (1) bis (4) beschrieben, die 
tumorassoziiertes MUC1 enthalten. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei der AntikSrper 
ausgewahit ist aus einer Gruppe umfassend A76-A/C7, VU-11E2. VU-HDI. 
BC4E549, VU-12E1 , VU-3D1 und b-12. 

Verfahren zur Herstellung eines Antikdrpers umfassend : 

a) DurchfQhmng der Schritte des Verfahrens nach einem der AnsprQche 1 
bis 7; 

b) Einbringen des MUC-1 Molekuls, der Zetle oder der Zelllysate in ein 
Tien und 

c) Bereitstellen eines Antikdrpers, der das MU01 MolekQI spezifisch 
erkennt und einen besonders starken additiven Effekt aulweist. 

Verfahren zur Herstellung eines Arznelmittels umfassend die Schritte des 
Verfahrens nach einem der AnsprQche 1 bis 8 und welterhin umfassend den 
Schritt der Formulierung des MU01-MolekQls, der Zelle, der Zelllysate oder 
des Antikdrpers in pharmazeutisch vertrdglicher Form. 



10. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels umfassend die Schritte des 
Verfahrens -nach-elnem-der- AnsprQche- 1-bls-8 und- welterhin-umfassend-den - 
Schritt der Formulierung des MUC-l-^MolekQIs, der Zelie, der Zelliysate oder 
des Antikdrpers in eine diagnostisch verwendbare Form. 

11. Verwendung eines I\/IUC-1-Molekuls eriialtlich durcli ein Verfaliren nacli einem 
der AnsprOciie 1 bis 3 oder 7, einer Zelle oder eines Zelliysates erhSltlich 
durch ein Verfahren nacii einem der AnsprOche 4 bis 7 oder des Antikdrpers 
erhditlicli durcli das Verfahren nach Anspruch 8 zur Herstellung eines 
Arzneimitteis zur Behandlung oder Pravention von Tumoren. 

12. Venwendung eines Antikdrpers erhgltlich durch das Verfahren nach Anspruch 
8 zur IHerstellung eines Diagnostikums zur Diagnose von Tumoren und zur 
Herstellung eines Therapeutikums zur Therapie oder Prophylaxe von 
Tumorerkrankungen. 

13. Gereinigtes MUC-1-MoIekQI, welches im Menschen immunstimulatorlsch wirkt 
und erhSitlich ist durch ein Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3 oder 
7. 
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Abstract 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Veifahren zur Herstellung oder Identifizierung 
efnes MUC-1 Molekuls, welches in der Lage ist eine Immunantwort im i\/Iensclien 
hervorzurufen. Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung oder 
Identifizierung einerZelle, Zelllinien oder Zelllysaten. die ein MUC-1 MolekQI unnfasst, 
das in der Lage ist eine Immunantwort im Menschen hervorzurufen. DarOber hinaus 
betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung von Arzneimittein und Diagnostika. 
Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die VenA^endung der durch 
die erfindungsgema&en Verfahren ertiaitiichen MUC-1 MolekQIe, Zellen oder 
Zelllysaten zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung oder Pravention von 
Tumoren. Die Erfindung betrifft auch ein gereinigtes MUC-1 MolekQI, das durch die 
erfindungsgemaRen Verfahren erhaltllch ist und im Menschen immunstimulatorisch 
wirkt. Die Erfindung betrifft auch noch die Venvendung eines MUC-1 Antikdrpers zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung oder Prevention von Tumoren. 



FIgur 1A: 



BIndung des mAk A76-A/C7 (Typ GD-1) an ein MUC1 
30-fner in Abhangigkeit von der GtykosyHerung am 
PDTR-Motrv 
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FIgur 1B: 



Bindungsnruster von mOkgegen MUd 
in yWiar^gkett von der GlykosvDerung 
des EpHops nit GalNAc 

VU-3D1 (Typ GD-2), VU-4H5 (Typ i6D). 
HMFG-1 (Typ Gl) 
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Figur 2: 
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Flgur 3A 



Binciimg des mAk A76-A/C7 an glykosylierte 
MUCl -Peptide verschiedener LSnge (1-5 Tandem 
Repeats 
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Figur 3B: 

Bindung des mAk Mc5 an glykosylierte MUCl- 
Peptide verschiedener Lange (1-5 Tandem Repeats 

(giykosyliert mit Tn am PDTR-Motiv) 



2000n 




2ahlderGIykane - 1 2 3 4 



Bindung des mAk VU-4H5 an glykosylierte MUCl- 
Peptide verschiedener LSnge (1-5 Tandem Repeats 

(glykosylieit mitTn am PDTR-MoUv) 





Figur 5A 



ZR-75-1 Zellen vor der Anreicherung durch A76-A/C7 und Klonierung 




ZR-75-1 Zellen nach der Anreicherung durch A76-A/C7 und Klonierung 
(ZR-75-1 -sub) 




A. Bxpressionsvektor 



Figur 5C 



Rec site { ' Antibiotika2 



PCMV 



muel 



polyA 



B^ Sequeqz der humanen mucl cDNA, die in den RxDressionsvektor H o niert vmrden. firita marlderf .mH H.V 
ypiffiffl, dip gUT Amplifiyaenmff der cDNA aus ZR- 7 5-1 cDNA v«rwendet wurrien. 



GAATTCCCTG GCTGCTTGAA TCT6TTCTGC CCCCTCCCCA CCCA 

CTTAAGGGAC CGACGAACTT AQACAAGACG GGGQAGGGGT GGGTAAAGTO 
eaxtssmsaaasiea^^BK,^ +20 +30 +40 

^^^^i^^^GGGCA CCCAGTGTCC TTTCTTCCTG CTGCTGCTCC 
SI ********** ********** ********** ********** 

QTGGTGGTAC TOTGGCCCGT GGGTCAGAGQ AAAGAAGGAC GACGACGAG6 

+10 +20 +30 +40 

TCACAGTGCT TACAGTTGTT ACAGGTTCTG GTCATGCAAG CTCTACCCCA 
101 ********** ********** ********** ********** ********** 

AGTGTCACGA ATGTCAACAA TGTCCAAGAC CAGTACGTTC OAGATGGGGT 

+10 +20 +30 +40 

GGTGGAQAAA AGGAGACTTC GGCTACCCAG AGAAGTTCAG TGCCCAGCTC 
151 ********** ********** ********** ********** ********** 

CCACCTCTTT TCCTCTGAAG CCGATGGGTC TCTTCAAGTC ACGGGTCGAG 

+10 +20 +30 +40 

TACTGAGAAQ AATGCTGTGA GTAT6ACCAG CAGCGTACTC TCCAGCCACA 
201 ********** ********** ********** ********** ********** 

ATGACTCTTC TTACGACACT CATACTG6TC GTCGCATGAG AGOTCGGTGT 

+10 +20 +30 +40 

GCCCCGOTTC AGGCTCCTCC ACCACTCaGG GACAGOATGT CACTCTGGCC 
251 ********** ********** ********** ********** ********** 

CGGGGCCAAO TCCGAGGAGG TGGTGAGTCC CTGTCCTACA GTGAGACCGG 

+10 +20 +30 +40 

CCGGCCACGQ AACCAGCTTC AGGTTCAGCT GCCACCTGGG GACAGOATGT 
301 ********** ********** ********** ********** ********** 

GGCCGGTGCC TTGGTCQAAG TCCAAGTCGA CGQTGGACCC CTGTCCTACA 

+10 +20 +30 +40 

CACCTCOGTC CCAGTCACCA GGCCAGCCCT GG6CTCCACC ACCCCGCCAG 
351 ********** ********** ********** ********** ********** 

GTGGAGCCAG GGTCA6TGGT CCGGTCGGGA CCCGAOGTGG TGGQGCGGTC 

+10 +20 +30 +40 

CCCACGATGT CACCTCAQCC CCGGACAACA AQCCAGCCCC GGGCTCCACC 
401 ********** ********** ********** ********** ********** 

QGGTGCTACA GTGGAGTCGG GGCCTGTTGT TCGGTCGGGG CCCGAGGTGG 

+10 +20 +30 +40 

GCCCCCCCAG CCCACGGTGT CACCTCGGCC CCGGACACCA GGCCGCCCCC 
451 ********** ********** ********** ********** ********** 

CGGGGGGGTC GGGTGCCACA GTGGAGCCGG GGCCTQTGGT CCGGCGGGGG 

+10 +20 +30 +40 

GGGCTCCACC GCCCCCCCAG CCCACGGTGT CACCTCGGCC CCGGACACCA 
501 ********** ********** ********** ********** ********^ 

CCCGAGGTGG CGGGGGGGTC GGGTGCCACA GTGGAGCCGG GGCCTGTGGT 

+10 +20 +30 +40 

GGCCGCCCCC GGGCTCCACC GCGCCCGCAG CCCACGGTGT CACCTCGGCC 
551 ********** ********** ********** ********** ********** 

CCGGCGGGGG CCCGAGGTGG C6CGGGCGTC GGGTGCCACA GTGGAGCCGG 

+10 +20 +30 +40 

^?^ACACCA GGCCGGCCCC GGGCTCCACC GCCCCCCCAG CCCATGGTGT 
601 ********** ********** ********** ********** ********** 

GGCCTGTGGT CCGGCGGGGG CCCGAGGTGG CGGGGGGGTC GGGTACCACA 



+10 +20 +30 +40 

PACCTCGGCC CCGGACAACA GGCCCGCCTCLGGCGTCCACC .GCCCCTCCAG 
651 ********** ********** ********** ******^**** ********** 

GTGQAGCCGG GGCCTGTTGT CCGGGCGQAA CCGCAGGTGG CGGGGAGGTC 

+10 +20 +30 +40 

TCCACAATGT CACCTCGGCC TCAGGCTCTG CATCAGGCTC AGCTTCTACT 
701 ********** ********** ********** ******>**** *********** 

AGGTGTTACA GTGGAGCCGG AGTCCGAGAC GTAGTCCGAG TCGAAGATGA 

+10 +20 +30 +40 

CTGGTGCACA ACGGCACCTC TGCCAGGGCT ACCACAACCC CAGCCAGCAA 

751 ********** ********** ********** ********** ******4r*** 

GACCACGTGT TGCCGTQGAG ACGGTCCCGA TGGTGTTGGG GTCGGTCGTT 

+10 +20 +30 +40 

GAGGACTCCA TTCTCAATTC CCAGCCACCA CTCTGATACT CCTACCACCC 
801 ********** ********** ********** *******«^*« ********** 

CTCGTGAGGT AAGAGTTAAG GGTCGGTGGT GAGACTATGA GGATGGTGGG 

+10 +20 +30 +40 

TTGCCAGCCA TAGCACCAAG ACTGATGCCA GTAGCACTCA CCATA6CACG 
851 ********** ********** ********** ********** ********** 

AACGGTCGGT ATCGTGGTTC TGACTACGGT CATCGTGAGT GGTATCGTGC 

+10 +20 +30 +40 

GTACCTCCTC TCACCTCCTC CAATCACAGC ACTTCTCCCC AGTTGTCTAC 
901 ********** ********** ********** ********** 

CATGGAGGAG AGTGGAGGAG GTTAGTGTCG TGAAGAGGGG TCAACAGATG 

+10 +20 +30 +40 

TGGGGTCTCT TTCTTTTTCC TGTCTTTTCA CATTTCAAAC CTCCAGTTTA 
951 ********** ********** ********** ********** ^^^^^^^^^^ 

ACCCCAGAGA AAGAAAAAGG ACAGAAAAGT GTAAAGTTTG GAGGTCAAAT 

+10 +20 +30 +40 

ATTCCTCTCT GGAAGATCCC AGCACCQACT ACTACCAAGA GCTGCAGAGA 
1,001********** ********** ********** ********** ********** 
TAAGGAGAGA CCTTCTAGGG TCGTGGCTGA TGATGGTTCT CGACGTCTCT 

+10 +20 +30 +40 

GACATTTCTG AAATGTTTTT GCAGATTTAT AAACAAGGGG GTTTTCTGGG 
1051********** ********** ********** ********** ********** 

CTGTAAAGAC TTTACAAAAA CGTCTAAATA TTTGTTCCCC CAAAAGACCC 

+10 +20 +30 +40 

CCTCTCCAAT ATTAAGTTCA GGCCAGGATC TGTGGTGGTA CAATTGACTC 
1101********** ********** ********** ********** ********** 

GGAGAGGTTA TAATTCAAGT CCGGTCCTAG ACACCACCAT GTTAACTGAG 

+10 +20 +30 +40 

TGGCCTTCCG AGAAGGTACG ATCAATGTCC ACGACGTGGA GACACAGTTC 
1151********** ********** ********** ********** ********** 

ACCGGAAGGC TCTTCCATGG TAGTTACAGG TGCTGCACCT CTGTGTCAAG 

+10 +20 +30 ' +40 

AATCAGTATA AAACGGAAGC AGCCTCTCGA TATAACCTGA CGATCTCAGA 
1201********** ********** ********** ********** ****^*^4.^^ 

TTAGTCATAT TTTGCCTTCG TCGGAGAGCT ATATTGGACT GCTAGAGTCT 

+10 +20 +30 +40 

CGTCAGCGTG AGTGATGTGC CATTTCCTTT CTCTGCCCAG TCTGGGGCTG 
1251********** ********** ********** ********** ********** 

GCAGTCGCAC TCACTACACG QTAAAGGAAA GAGACGGGTC AGACCCCGAC 

+10 +20 +30 +40 

GGGTGCCAGG CTGGGGCATC GCGCTGCTGG TGCTGGTCTG TGTTCTGGTT 
1301********** ********** ********** ********** ********** 

CCCACGGTCC GACCCCGTAG CGCGACGACC ACGACCAGAC ACAAGACCAA 

+10 +20 +30 +40 

GCGCTGGCCA TTGTCTATCT CATTGCCTTG GCTGTCTGTC AGTGCCGCCG 
1351********** ********** ********** ********** ********** 
CGCGACCGGT AACAGATAGA GTAACGGAAC CGACAGACAG TCACGGCGGC 

+10 +20 +30 +40 

AAAGAACTAC GGGCAGCTGG ACATCTTTCC AGCCCGQGAT ACCTACCATC 
1401********** ********** ********** ********** ********** 






TTTCTTGATG CCCGTCOACC TGTAGAAAGG TCGGGCCCTA TGGATGGTAG 

+10 +20 +30 +40 

CTATGAGCGA GTACCCCACC TACCACACCC ATGGGCGCTA TCTGCCCCCT 
. 1451********** ********** ********** ********** ********** 

GATACTCGCT CATGGGGTGG ATGGTGTGGG TACCCGCGAT ACACGGGGGA 

+10 +20 +30 +40 

AGCAGTACCG ATCGTAGCCC CTATGAGAAG GTTTCTGCAG QTAATGGTGG 
1501********** ********** ********** ********** ********** 

TCCTCATGGC TAGCATCOGG GATACTCTTC CAAAGACGTC CATTACCACC 

+10 +20 +3 0 +40 

CAGCAGCCTC TCTTACACAA ACCCAGCAGT GGCAGCCACT TCTGCCAACT 
1551********** ********** ********** ********** ********** 

GTCGTCGGAG AGAATGTGTT TGGGTCGTCA CCGTCGGTQA AGACGGTTGA 

+10 +20 +30 +40 

TGTAGGGGCA CGTCGCCCTC TQAGCTGAGT GGCCAGCCAG TGCCATTCCA 
1601***** 

ACATCCCCGT G^^^^^^^^^C^T^^C AC^T^GGT 

+10 +20 +30 +40 

CTCCACTCAG GGCTCTCTGG GCCAGTCCTC CTefiGAGCCC CCACCACAAC' 
1651 

GAGGTGAGTC CCGAQAGACC CGGTCAGGAG GACCCTCGGG GGTG6TGTTG 

+10 +20 +30 +40 

ACTTCCCAGG CATGGAATTC C 
1701 . 

TGAAGGGTCC GTACCTTAAG G 



Figur 5D 

A. Rec site Viktor " ~ 





PSV40 


ATG 


recsUe 


lacZ-anabioUkal 
Xesistenzgen 









Merkmale der stabil transfizierten Wirfszellen: 

- Integration der Rekombinationsstelle in Verbindung mit dem lacZ-antibiotikal Resistenz- 
Fusionsgen 

- Resistenz gegen das Antibiotikum 1, Expression des lacZ Gens O-Galaktosidaseaktivitat) 

- in Abhangigkeit des Integrationsortes der Rekombinationsstelle und des Fusionsgenes im 
Chromosom unterscheiden sich die Transfektanten bzgi. der Starke der Expression des/ 
Fusionsgens (chromosomaler Positionseffekt). Detektion durch unterschiedlich starke (3- 
Galaktosidaseaktiyit^ten. 




A, Integration der mucl cDNA tiber die Recsite in das ZR-75-1 Genom 
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Merkmale der stabil transfizierten Wirtzellen: 



- Resistenz gegen das Antibiotikum 2 

- Sensitivitat gegen das Antibiotikum 1, P- Galaktosidase inaktiv 

- hohe Expression des recombinanten mucl gens auf Grund des starken 
Promoters und des chromosomalen Positionsefekts 




Figur 5E 

BSM - bovine submaxillary mucin 1 
MUCl - Mucin 1 aus ZellicuIturQberstSnden 
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Figur 5F 
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